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1 Zusammenfassung  
 
 
Serpine sind Proteine einer Superfamilie mit einer typischen Tertiärstruktur. Sie inhibieren 
häufig Serinproteasen oder Cysteinproteasen, wobei auch nicht-inhibitorische Serpine 
vorkommen. Sie regulieren und kontrollieren die unterschiedlichsten Prozesse in der Zelle 
und dem Organismus. Mit der Entwicklung von Vertebraten ist die Anzahl an Serpinen stark 
gestiegen. Viele phylogenetische Zusammenhänge sind weiterhin ungeklärt, obwohl sich 
bereits mehrere Studien mit der evolutionären Entwicklung von Serpinen in Vertebraten 
beschäftigt haben. Gerade Knorpelfische und Schleimaale als basale Vertreter der 
Vertebraten stellen dabei interessante, aber bislang nahezu unerforschte Objekte dar. 
In der vorliegenden Arbeit wurden vollständige cDNA-Sequenzen für Serpine aus dem 
braungebänderten Bambushai (Chiloscyllium punctatum) sowie 3’-Enden von cDNA-
Sequenzen für Serpine aus dem nordatlantischen Schleimaal (Myxine glutinosa) isoliert und 
charakterisiert. Serpine aus Vertebraten lassen sich auf Grund ihrer konservierten Exon-
Intron-Struktur und Indel-Positionen in sechs Gruppen (V1 bis V6) einteilen. Es wurden zehn 
Serpine aus Chiloscyllium punctatum gewonnen, welche die sechs Gruppen abdecken. Die 
Serpine konnten als Leukozyten Elastase Inhibitor, α1-Antitrypsin, Angiotensinogen, Heparin 
Kofaktor II, Neuroserpin, Protease Nexin-1, α2-Antiplasmin, Antithrombin III und Heat Shock 
Protein 47 klassifiziert werden. Lediglich ein Serpin (CpSpnV1_2) konnte nicht eindeutig 
zugeordnet werden. Dabei besitzen Serpine wie Angiotensinogen, Heparin Kofaktor II, 
Neuroserpin, Antithrombin III und Heat Shock Protein 47 bereits in Chiloscyllium punctatum 
ihre charakteristischen und funktionell notwendigen Merkmale, die eine eindeutige 
Klassifikation ermöglichen. Für fundierte Zuordnungen der Serpine Leukozyten Elastase 
Inhibitor, α1-Antitrypsin, Protease Nexin-1 und α2-Antiplasmin und zur Analyse der 
Proteasespektren wurden weiterführende Analysen wie die Untersuchung von 
Proteasespezifitäten durchgeführt. Weiterhin werden die Klassifikationen durch die 
eindeutigen Zuordnungen zu den jeweiligen Gruppen innerhalb der phylogenetischen 
Stammbäume bestätigt. Aus Myxine glutinosa konnten vier 3‘-cDNA-Teilsequenzen isoliert 
werden, die über Sequenzähnlichkeiten und Sequenzmotive zusammen mit der Einordnung 
in die phylogenetischen Stammbäume als Mitglieder der Gruppe 1 und der Gruppe 3 
klassifiziert wurden, wobei eine eindeutige Klassifikation der drei Teilsequenzen der Gruppe 
1 aufgrund der Ähnlichkeiten und der unvollständigen Sequenzen nicht vorgenommen 
werden konnte. Das Serpin der Gruppe 3 zeigt heterogene Klassifikationsergebnisse zu 
Serpinen der Klasse E. Abschließend erbrachte der phylogenetische Vergleich der isolierten 
Serpine, zusammen mit identifizierten Sequenzen aus den Datenbanken neue Einblicke in 
die phylogenetische Entwicklung und Beziehung von Serpinen in Vertebraten.  
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2 Einleitung  
 
 
2.1 Serpine 
Serpine (Serin Protease Inhibitoren) sind eine Protein-Superfamilie mit einem einzigartigen 
Wirkmechanismus (Abschnitt 2.1.1). Bis heute sind über 1500 Mitglieder der Serpinfamilie 
bekannt und kommen in allen Domänen des Lebens vor (Huntington, 2011). 1980 wurde 
erstmals eine Strukturähnlichkeit zwischen zwei offensichtlich unterschiedlichen Proteinen 
erkannt (Hunt und Dayhoff, 1980). Später wurden weitere humane Proteine mit ähnlichen 
Strukturen gefunden, bei denen es sich um Serin Protease Inhibitoren handelte. Daraus 
folgte die Einführung des Namens Serpin (Carrell und Travis, 1985). Serpine bestehen aus 
einer einzigen Polypeptidkette und besitzen eine charakteristische Tertiärstruktur 
(Serpinkernstruktur), obwohl die Aminosäuresequenzen der einzelnen Proteine verschieden 
sind. Sie bestehen aus 350-500 Aminosäuren, die sich in acht bis neun α-Helices (hA-hI; 
Abbildung 1) und drei β-Faltblättern (sA-sC; Abbildung 1) anordnen (Silverman et al., 2001). 
Die meisten Serpine besitzen eine Molekülmasse zwischen 40 und 60 kDa (Gettins, 2002) 
und besitzen im nativen Zustand eine flexible, exponierte Schleife (reactive site loop, RSL), 
die zwischen den β-Faltblättern A und C lokalisiert ist und üblicherweise aus 17 Aminosäuren 
gebildet wird (Khan et al., 2011).  
Serpine übernehmen im Organismus die unterschiedlichsten Aufgaben, so dass sie an 
diversen Stellen im Organismus benötigt werden. Wie auch bei vielen anderen Proteinen 
sind die Serpine häufig mit Signalsequenzen ausgestattet, die den Transport und Zielort 
bestimmen. N-terminal befindet sich häufig eine Signalsequenz, die das Serpin in den 
konstitutiven sekretorischen Pfad einschleust. Das Serpin wird von der Zelle gebildet und zur 
Zellmembran oder aus der Zelle transportiert. Dabei passiert das Protein das 
endoplasmatische Retikulum sowie den Golgi-Apparat. Besitzt ein Serpin eine                             
N-Glykosylierungsstelle, so wird diese in diesen Zellorganellen mit Sacchariden verknüpft 
(Schwarz und Aebi, 2011). Über eine zusätzliche Signalsequenz am C-Terminus (ER-
Retentionssignal) werden die Serpine im regulierten sekretorischen Pfad im 
endoplasmatischem Retikulum zurückgehalten (Raykhel et al., 2007). Ein Reiz veranlasst 
schließlich die Zelle zur Ausschleusung des Serpins. Intrazellulär lokalisierte Serpine tragen 
keine Signalsequenzen, so dass sie weder das endoplasmatische Retikulum, noch den Golgi-
Apparat passieren und deshalb üblicherweise keine N-Glykosylierungen tragen (Schwarz und 
Aebi, 2011).   
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Abbildung 1: Modell der Tertiärstruktur von Serpinen am Beispiel des humanen α1-Antitrypsins 
Dargestellt ist die räumliche Struktur des humanen α1-Antitrypsins in der Frontalansicht mit den α-Helices A bis 
I (gelb), den drei β-Faltblättern A (rot), B (blau), C (grün) und die exponierte reaktive Schleife (reactive site loop, 
RSL) mit der Hinge-Region (lila) und den Positionen P1 und P1‘ (Methionin
382
-Serin
383
). Das Modell wurde mit 
dem pdb-Viewer auf Basis des in der PDB-Datenbank abgelegten Modells für das humane α1-Antitrypsin (PDB-
ID: 3NE4) erstellt. 
 
 
Serpine dienen hauptsächlich als regulatorische Mechanismen für Proteasen, die wiederum 
selbst an vielen Abläufen, wie der Embryogenese, der Blutgerinnungskaskade, bei 
Entzündungsreaktionen, bei der Fibrinolyse oder der Immunantwort der Zelle und des 
Organismus beteiligt sind (Huntington, 2011). Dabei interagieren sie über einen 
Suizidmechanismus mit ihren Zielproteasen, wodurch sie eine Konformationsänderung 
erfahren und die Protease durch Deformierung inaktivieren (Abschnitt 2.1.1). Somit 
resultiert eine fehlerhafte Kontrolle der Protease durch das Serpin häufig in 
schwerwiegenden Krankheiten (Abschnitt 2.1.1; Law et al., 2006).  
Die Serpinfamilie beinhaltet neben Serin-Protease-Inhibitoren auch Cystein-Protease-
Inhibitoren und nicht-inhibitorische Serpine. Nicht-inhibitorische Serpine sind zum Beispiel 
an der Blutdruckregulierung, dem Transport von Hormonen, an Entzündungsreaktionen oder 
der Tumorgenese beteiligt (Law et al., 2006).  
Serpine können in verschiedenen Konformationen vorliegen, wobei hauptsächlich die native, 
gespaltene und latente Konformation unterschieden werden. Die native Konformation zeigt 
das Serpin in seiner typischen, inhibitorisch aktiven Form (Abbildung 2 A). Dabei liegt der RSL 
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exponiert und ungespalten vor. In dieser Konformation besteht das β-Faltblatt A aus fünf     
β-Faltblattsträngen und bildet damit kein vollständiges antiparalleles β-Faltblatt A. Aufgrund 
der daraus folgenden strukturellen Instabilität ist diese Konformation metastabil, was für die 
Inhibierungsreaktion essentiell ist (Abschnitt 2.1.1; Dafforn et al., 2004). In der gespaltenen 
Konformation ist der RSL zwischen den Positionen P1 und P1‘ gespalten. Dieser lagert sich in 
das β-Faltblatt A als s4A ein, so dass eine komplette antiparallele Faltblattstruktur entsteht 
und zu einer stabileren und energetisch günstigeren Konformation führt (Abbildung  2 B; 
Dafforn et al., 2004). Die latente Konformation zeichnet sich ebenfalls durch einen in das      
β-Faltblatt A eingelagerten RSL aus. In dieser Konformation ist der RSL jedoch ungespalten in 
das β-Faltblatt inseriert, welches durch die Auflösung des β-Faltblattstrangs s1C ermöglicht 
wird (Abbildung 2 C; Gettins, 2002). In dieser energetisch stabileren Konformation hat das 
Serpin keine inhibitorische Aktivität. Diese Konformation wurde erstmals am Serpin 
Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 beschrieben (Gettins, 2002). Dieses Serpin hat eine 
Halbwertszeit. Nach 1 bis 2 h geht die native in die latente Konformation über, mit dem 
Verlust der inhibitorischen Aktivität, was als Regulationsmechanismus dieses Serpins dient 
(Gettins, 2002).  
 
A                                                    B                                                         C  
 
 
Abbildung 2: Serpinkonformationen 
(A) Der native Zustand ist der inhibitorisch aktive, in dem der RSL (grün) exponiert, nicht in das β-Faltblatt A 
(rot) eingelagert, vorliegt. Dieser metastabile Zustand wird nach Spaltung des RSL in die stabilere, gespaltene 
Konformation überführt (humanes α1-Antitrypsin pdb-ID: 3NE4). (B) Dabei wird der gespaltene RSL (grün) als 
s4A in das β-Faltblatt A (rot) eingelagert (humanes α1-Antitrypsin pdb-ID: 7API). (C) Bei der latenten 
Konformation ist der ungespaltene RSL (grün) in das β-Faltblatt A (rot) eingelagert. Dies wird durch die 
Auflösung des β-Faltblattstrangs s1C ermöglicht (humaner Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 pdb-ID: 1C5G). 
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2.1.1 Mechanismus der Proteaseinhibierung durch Serpine 
Der einzigartige Mechanismus der Serpine ist in der Änderung der Konformation während 
der Inhibierungsreaktion begründet. Die Voraussetzung dafür ist der metastabile, native 
Zustand, der in den stabileren, gespaltenen Zustand überführt wird. Im nativen Zustand 
haben die Serpine (I) eine exponierte reaktive Schleife, welche ein Pseudosubstrat  imitiert, 
an das die Zielprotease (E) bindet (Abbildung 3; Huntington, 2000; Gettins, 2002). Serin-
Proteasen interagieren mit ihrem Substrat über eine katalytische Triade in ihrem reaktiven 
Zentrum (Asparaginsäure-Histidin-Serin; Hedstrom, 2002). Cystein-Proteasen haben dagegen 
eine katalytische Diade aus Cystein und Histidin (Rzychon et al., 2004). Beide Proteasen 
interagieren mit ihren jeweiligen Substraten und bilden ein Acylintermediat, worauf die 
Spaltung C-terminal der Interaktionsposition und die Deacylierung folgen. In der Interaktion 
mit dem Serpin kommt es ebenfalls zu einer Acylverknüpfung zwischen der Serin-195-OH-
Gruppe einer Serinprotease oder der Cystein-25-Thiolgruppe einer Cysteinprotease und der 
Position P1 des RSL (Abbildung 3 E⋅I). Die Position P1 bestimmt somit maßgeblich die 
Proteasespezifität, wobei die direkten Nachbarpositionen (P6 bis P4‘) ebenfalls Einfluss 
nehmen (Gettins, 2002, Nomenklatur: P1, P2, [...] N-terminal der Proteasespaltstelle, P1‘, 
P2‘, [...] C-terminal der Proteasespaltstelle; Schechter und Berger, 1967). Nach der Spaltung 
des RSL durch die Protease erfährt das Serpin eine Änderung der Konformation (Abbildung 
3). Es erfolgt ein Übergang von der metastabilen nativen in die stabile gespaltene 
Konformation. Dabei wird der RSL in das β-Faltblatt A als s4A-Strang eingelagert 
(Huntington, 2000; Gettins, 2002). Dies führt zu einer Translokation der an den RSL 
gebundenen Protease auf die andere Seite des Serpins (Abbildung 3 E-I+). Dort erfährt die 
Protease eine Deformierung, wodurch deren aktives Zentrum zerstört wird und die Protease 
die Deacylierungsreaktion nicht einleiten kann. Es bleiben beide Proteine als ein SDS-
stabiler, inaktiver Komplex zurück, welcher der Zelle als Abbausignal dient. Die Energie für 
diese Deformierung wird aus der Änderung der Konformation des Serpins  gewonnen, da die 
Konformation in der der RSL in das β-Faltblatt A inseriert ist, energetisch günstiger ist 
(Huntington, 2000; Gettins, 2002).  
Der Verlauf der Translokation ist für eine erfolgreiche Inhibierung der Protease 
ausschlaggebend. Nur wenn die Translokation schnell und vollständig erfolgt, wird die 
Protease deformiert, welches die Deacylierung und somit die Freisetzung der Protease 
verhindert. Beispielsweise durch Mutationen im Serpin kann die Insertion des RSL und somit 
die Translokation der Protease verlangsamt werden (Abbildung 3). Statt der 
Inhibierungsreaktion wirkt das Serpin als Substrat für die Protease. Diese bewirkt die 
Deacylierungsreaktion, die Protease löst sich vom Serpin und bleibt aktiv (Abbildung 3 E+I*). 
Die Protease wird nicht mehr kontrolliert, wodurch Krankheiten entstehen können (Tabelle 
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1). Die Konkurrenz der Inhibierungsreaktion zu der Reaktion in der das Serpin selbst als 
Substrat fungiert, wird als Branched-Pathway bezeichnet (Huntington, 2000; Gettins, 2002).  
 
 
 
Abbildung 3: Inhibierungsreaktion von Serpinen: Branched-Pathway 
Die Protease (E) erkennt am RSL (gelb), des Serpins (I) das Pseudosubstrat (grün) und geht eine nicht kovalente 
Bindung ein. Nach Knüpfung der Acylverbindung (E∙I) erfolgt die Spaltung des RSL durch die Protease. Das 
Serpin erfährt eine Konformationsänderung und transportiert die gebundene Protease auf die gegenüber 
liegende Seite (E-I
+
). Dort wird die Protease deformiert, so dass sie die Deacylierung nicht einleiten kann. Beide 
Proteine bleiben inaktiv zurück. Im alternativen Weg erfolgt ebenfalls eine Acylierungsreaktion mit Spaltung 
und Einlagerung des RSL, jedoch ist diese Reaktion verlangsamt. Dadurch ist die Reaktionsgeschwindigkeit der 
Protease (k3) viel höher als die Reaktionsgeschwindigkeit des Serpins (k4) und die Protease kann die 
Deacylierungsreaktion durchführen, bevor sie durch das Serpin auf die andere Seite transportiert wird. Das 
Serpin fungiert als Substrat (E+I*) und die Protease bleibt aktiv. Die Abbildung wurde aus Krüger (2003) 
entnommen (Huntington, 2000; Gettins, 1996, modifiziert). 
 
 
Die Änderung der Serpinkonformation, von der nativen zu der gespaltenen Form, ist die 
Basis der Inhibierungsreaktion und kann auf verschiedene Weise beeinflusst werden. Für die 
Inhibierungsreaktion durch Serpine ist der exponierte RSL die wichtigste Vorraussetzung. 
Dessen Positionen P1 und P1‘ und deren flankierende Positionen bestimmen die 
Proteasespezifität (Khan et al., 2011). Zusätzlich ist die Hinge-Region ausschlaggebend 
(Abbildung 4). Die Hinge-Region ist ein Bereich des RSL (P15-P9) und ist in inhibitorischen 
Serpinen stark konserviert. Sie besteht aus kleinen Aminosäuren, wodurch die Insertion in 
das β-Faltblatt A erleichtert wird. Neben den kleinen Aminosäuren ist die Position P15 meist 
mit Glycin und die Position P14 meist mit Threonin oder Serin besetzt (Irving et al., 2000). Im 
β-Faltblatt A sind zwei weitere Regionen, die die Insertion des RSL maßgeblich beeinflussen 
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können (Abbildung 4). Die Shutter-Region (im β-Faltblatt A) und die Breach-Region (oberhalb 
des β-Faltblatts A) bewirken durch leichte Öffnung des β-Faltblatts A die einfache Insertion 
des RSL, wobei gleichzeitig das β-Faltblatt A nicht zu weit geöffnet ist, um fehlerhafte 
Insertionen zu vermeiden. Die Stabilität dieser Regionen wird vor allem über elektrostatische 
Wechselwirkungen garantiert, weshalb Punktmutationen zu einer Umorientierung dieser 
Regionen und zur Inaktivität des Serpins führen können (Khan et al., 2011; Krishnan und 
Gierasch, 2011). 
 
 
 
Abbildung 4: Darstellung der Tertiärstruktur eines Serpins mit Hinge-, Breach- und Shutter-Region 
Positionen der Hinge-, Breach- und Shutter-Region, die für eine erfolgreiche Proteaseinhibition 
ausschlaggebend sind. Die Hinge-Region umfasst die Aminosäuren P15-P9 des RSL und besteht hauptsächlich 
aus kleinen Aminosäuren. Die Breach-Region ist oberhalb des β-Faltblatts A lokalisiert. Zusammen mit der 
Shutter-Region, welche im β-Faltblatt A die Stränge s3A und s5A umfasst, bewirkt sie durch elektrostatische 
Wechselwirkungen eine leichte Öffnung des β-Faltblatts A. Sonstige Farbgebung ist analog zu Abbildung 1 
(humanes α1 Antitrypsin, pdb-ID: 3NE4). 
 
 
Auf Grund der metastabilen, nativen Konformation, die für die Inhibierungsreaktionen der 
Serpine essentiell ist, resultieren Mutationen oft in der Inaktivität des Serpins. Dabei haben 
besonders Mutationen im RSL, in der Breach-Region oder Shutter-Region Einfluss auf die 
Aktivität des Serpins. Mutationen im RSL führen häufig durch Änderung des 
Erkennungssignals zu einer Änderung der Zielprotease, so dass diese unkontrolliert im 
Organismus agieren kann. Mutationen in der Breach-Region oder Shutter-Region resultieren 
häufig in der Instabilität der Serpintertiärstruktur, so dass die Serpine Polymerformen bilden 
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(Stabinsky, 2007). Die Breach-Region besteht aus geladenen Aminosäuren, so dass durch 
deren Wechselwirkung diese Region nur leicht für die Insertion des RSL geöffnet ist. Der 
Austausch oder die Mutation einer Aminosäure können die Wechselwirkung stören, so dass 
die Region weiter geöffnet wird. Dies kann zur Folge haben, dass beispielsweise ein 
ungespaltener RSL eines zweiten Serpins in das β-Faltblatt A eingelagert wird. Die Shutter-
Region umfasst die beiden Stränge s3A und s5A des β-Faltblatts A und die α-Helices B und F 
(Khan et al., 2011). Mutationen in diesen Bereichen führen, ähnlich wie bei der Breach-
Region dazu, dass das β-Faltblatt A weit geöffnet wird, so dass ein RSL eines anderen Serpins 
eingelagert werden kann (Khan et al., 2011). Solche Polymerbildungen führen meist zur 
Inaktivität des Serpins, wodurch die Zielprotease unkontrolliert im Organismus agieren kann. 
Die Konsequenz ist häufig das Auftreten von Tumoren oder anderen schwerwiegenden 
Krankheiten, wie zum Beispiel Leberzirrhosen, Angioödeme, Demenz, Thrombosen oder 
Emphyseme (Tabelle 1; Law et al., 2006).  
 
Tabelle 1: Übersicht einiger Serpine mit ihrer Lokalisation, Zielprotease und möglichen Krankheiten durch 
Fehlfunktion (modifiziert nach Law et al., 2006) 
Serpin (extrazellulär) Zielprotease/Kofaktor Krankheiten 
α1-Antitrypsin Neutrophile Elastase Emphysem, Zirrhose 
durch Polymerisation 
α1-Antichymotrypsin Cathepsin G  Emphysem 
α2-Antiplasmin Plasmin Ungehinderte 
fibrinolytische 
Aktivität, Blutungen 
Angiotensinogen Nicht-inhibitorisch Hypertonie 
Antithrombin III Thrombin und Faktor Xa, Kofaktor Heparin Thrombose 
C1-Inhibitor C1-Esterase Angioödem 
Transcortin Nicht-inhibitorisch Chronische Müdigkeit 
Heparin Kofaktor II Thrombin, Kofaktor Heparin Erhöhung des 
Thromboserisikos 
Kallikrein Inhibitor Kallikrein  
Neuroserpin Plasmin, Urokinase und Gewebe Plasminogen 
Aktivator 
Demenz 
Pigment Epithelium-Derived Factor Nicht-inhibitorisch  
Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 Thrombin, Plasmin, Urokinase und Gewebe 
Plasminogen Aktivator, Kofaktor Vitronectin 
abnorme Blutungen 
Protease Nexin-1 Thrombin, Urokinase und Gewebe 
Plasminogen Aktivator,  Kofaktor Heparin 
 
Protein Z-abhängiger Inhibitor Faktor Xa, Kofaktoren Protease Z, Kalzium 
und Phospholipide 
Venenthrombose 
Protein C Inhibitor Protein C, Kofaktor Heparin Angioödem 
Thyroxin-bindendes Globulin Nicht -inhibitorisch Hypothyreose 
Serpin (intrazellulär) Zielprotease/Kofaktor Krankheiten 
Bomapin Thrombin und Trypsin  
Heat Shock Protein 47 Nicht-inhibitorisch  
Leukozyten Elastase Inhibitor Neutrophile Elastase  
Maspin Nicht-inhibitorisch Tumorentwicklung 
Plasminogen Aktivator Inhibitor-2 Urokinase Plasminogen Aktivator  
Protease Inhibitor-6 Cathepsin G  
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Kontrolle von Serpinen 
Die Regulation von Serpinen erfolgt über Konformationsänderungen, häufig mit Hilfe von 
Kofaktoren. Ein häufig genutzter Kofaktor ist Heparin. Heparin ist ein negativ geladenes, 
lineares Glykosaminoglykan, das unter anderem mit den Serpinen Protease Nexin-1 (PN-1), 
Antithrombin III (ATIII) und Heparin Kofaktor II (HCII) interagiert, wodurch eine gesteigerte 
Inhibierungsreaktionsrate erfolgt.  
 
Antithrombin III 
Im nativen Zustand sind die Positionen P15 und P14 des RSL von ATIII in das β-Faltblatt A 
eingelagert (Gettins, 2002). Heparin interagiert mit basischen Aminosäuren in der α-Helix A, 
α-Helix D und Aminosäuren in deren direkter Nähe. Dies führt zu einer 
Konformationsänderung, so dass die Positionen P15 und P14 aus dem β-Faltblatt A gelöst 
werden und der RSL sowie die Positionen P1 und P1’ zugänglicher für die Reaktion mit der 
Zielprotease vorliegen (Gettins, 2002). Gleichzeitig schlägt Heparin eine Brücke zu Thrombin, 
indem es an dessen Heparinbindestelle bindet. So werden beide Proteine in räumliche Nähe 
und der richtigen Orientierung zueinander gebracht (Abbildung 5; Gettins, 2002) und 
Thrombin kann mit dem RSL interagieren.  
 
Heparin Kofaktor II  
Bei HCII interagiert Heparin ebenfalls mit den basischen Aminosäuren der α-Helix D und 
Aminosäuren in deren direkter Nähe. Dies führt ebenfalls zur Herauslösung der zuvor in das 
β-Faltblatt A eingelagerten Aminosäuren P15 und P14 und dazu, dass die Positionen P1 und 
P1‘ zugänglich werden. Gleichzeitig führt die Bindung von Heparin an HCII zu einer 
Verlagerung des N-terminalen Bereiches (Baglin et al., 2002). Dieser bindet an die anion-
bindende Exosite I von Thrombin und bewirkt die räumliche Nähe beider Proteine 
(Abbildung 5; Baglin et al., 2002). So kann Thrombin die Spaltung des RSL und das Serpin die 
Inhibierungsreaktion einleiten.   
 
Protease Nexin-1   
PN-1 ist das Serpin mit der höchsten Inhibierungsrate von Thrombin im nativen Zustand (Li 
und Huntington, 2012). Die Erhöhung dieser Rate in Anwesenheit von Heparin ist nicht so 
drastisch wie bei ATIII oder HCII. PN-1 wird von vielen verschiedenen Zellen des Organismus 
exprimiert. Es ist an den Zelloberflächen, an Heparin gebunden, lokalisiert. Im Gegensatz zu 
ATIII und HCII bewirkt das Heparin in PN-1 keine Änderung der Konformation. Die Aufgabe 
von Heparin besteht in dieser Inhibierungsreaktion darin, die beiden Proteine über eine 
Brückenbildung zusammen zu bringen, was über eine Zwei-Stufen-Reaktion erfolgt (Li und 
Huntington, 2012). PN-1 und Thrombin sind jeweils über elektrostatische Bindungen an 
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jeweils ein Ende einer Heparinkette gebunden. Da in dieser Orientierung der RSL für das 
aktive Zentrum von Thrombin nicht zugänglich ist, dreht sich die Protease um ungefähr 130° 
(Li und Huntington, 2012). Dadurch kann Thrombin mit dem RSL interagieren und es kommt 
zu einer Acylierungsreaktion. Nach der Inhibierungsreaktion bleibt der PN-1-Thrombin-
Komplex durch die Heparinbindung an der Zelloberfläche gebunden und dient als Zellsignal 
zum Abbau (Abbildung 5; Li und Huntington, 2012).  
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Abbildung 5: Konformationsänderungen von Serpinen durch Kofaktoren 
(A) Das native ATIII zeigt einen partiell eingelagerten RSL. Ist Heparin an den basischen Aminosäuren der           
α-Helix A, α-Helix D und der Umgebung gebunden, liegt der RSL vollständig exponiert vor, so dass Thrombin 
leichter mit den reaktiven Positionen P4 bis P4‘ interagieren kann. Gleichzeitig dient Heparin als Brücke 
zwischen den beiden Proteinen, indem es auch mit Thrombin interagiert und die Proteine in die richtige 
Position für die Inhibierung bringt (Li et al., 2004, modifiziert). (B) Die Bindung von Heparin an die α-Helix D von 
HCII bewirkt nicht nur die vollständige Exposition des RSL, sondern auch die Freisetzung des basischen               
N-terminalen Aminosäureschwanzes. Dieser interagiert mit der anion-bindenden Exosite I von Thrombin, 
wodurch die Proteine zusammengebracht werden und die Inhibierung stattfinden kann (Baglin et al., 2002, 
modifiziert). (C) Die Bindung von PN-1 an Heparin dient der räumlichen Nähe von PN-1 und Thrombin sowie der 
Lokalisation an der Zelloberfläche. In der Orientierung, in der beide Proteine an Heparin gebunden sind, kann 
das aktive Zentrum des Thrombins nicht mit dem RSL interagierten. Es löst sich von Heparin, dreht sich um 
ungefähr 130° und kann zwischen den Positionen P1 und P1‘ spalten (Li und Huntington, 2012, modifiziert). 
                                                                                                                                                                EINLEITUNG                                                                                                                             
12 
 
2.1.2 Klassifikationssysteme der Serpin-Superfamilie 
Die Einteilung der Serpine kann auf zwei Weisen erfolgen. Serpine können nach ihrer 
möglichen evolutionären Verwandtschaftsbeziehung in Klassen (A-P, Irving et al., 2000) oder 
auf Grund ihrer konservierten Exon-Intron-Struktur in Gruppen (V1-V6, Ragg et al., 2001) 
eingeteilt werden (Tabelle 2).  
 
Tabelle 2: Einteilung der Serpine in Klassen (Irving et al., 2000) und Gruppen (Ragg et al., 2001) 
Gruppe Mitglieder Klasse 
V1 Leukozyten Elastase Inhibitor, Plasminogen Aktivator Inhibitor-2, SCCA-1 und 2, Maspin, 
Protease-Inhibitor-6, Megsin, Protease-Inhibitor-8, Protease-Inhibitor-9, Bomapin, 
Epipin, Yukopin, Hurpin  
B 
V2 α1-Antitrypsin, α1-Antichymotrypsin, Kallikrein Inhibitor, Protein C Inhibitor, 
Transcortin, Thyroxin-bindendes Globulin, Angiotensinogen, Centerin, Protein Z- 
abhängiger Inhibitor, SerpinA11-A14  
A 
Heparin Kofaktor II D 
V3 Plasminogen Aktivator Inhibitor-1, Protease Nexin-1, SerpinE3 E 
Neuroserpin, Pancpin I 
V4 Pigment Epithelium-Derived Factor, α2-Antiplasmin F 
C1-Inhibitor G 
V5 Antithrombin III C 
V6 Heat Shock Protein 47 H 
 
 
Für die Einteilung von Serpinen aus Vertebraten in Gruppen wird die Exon-Intron-Struktur 
der konservierten Bereiche der Serpine betrachtet (Ragg et al., 2001). Wird das 
Aminosäuren-Nummerierungssystem für das humane α1-Antitrypsin (Long et al., 1984)  als 
Grundlage für Alignments genommen, können konservierte Positionen für Introns in 
Serpinen identifiziert werden (Ragg et al., 2001). Die Intron-Positionen werden zusätzlich mit 
a-c deklariert, was für eine der drei Nukleinsäuren steht nach der das Intron beginnt (Tabelle 
3).  
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Tabelle 3: Intronpositionen der Serpine (nach Ragg et al., 2001) 
Aminosäureposition 1 2 3 4 5 6 
 A B      
67a     +   
78c + +    +  
85c +       
86a    +*    
88a    +*    
90a    +*    
123a     +   
128c + +      
148c      +  
167a + +  +    
191c      +  
192a   +  +  + 
212c + +      
225a       + 
230a    +    
238c     +   
262c + +      
282b   +     
290b    +    
300c       + 
307a     +   
320a      +  
323a    +    
331c   +     
339c      +  
352a    +    
380a    +    
* Der Unterschied in der Lage des 1. Introns für die Gruppe 3 ist eine Folge der Sequenzheterogenität von 
Serpinen in diesem Bereich. 
 
 
2.2 Der Organismus Chiloscyllium punctatum 
Der braungebänderte Bambushai (Chiloscyllium punctatum) wurde erstmals 1838 von Müller 
und Henle beschrieben. Er gehört zur Klasse der Knorpelfische (Chondrichthyes), zur 
Unterklasse der Plattenkiemer (Elasmobranchii), zur Ordnung der Teppichhaie 
(Orectolobiformes) und der Familie der Bambushaie (Hemiscylliidae). Sie haben ein rundes, 
stumpfes Maul, Bauchflossen und Brustflossen sowie eine Afterflosse und eine 
Schwanzflosse. Die Mitglieder dieser Gattung zeichnen sich durch ihren schlanken, 
langgestreckten Körper und ihre breiten Lippen aus (Abbildung 6 A; Müller und Henle, 1841). 
An den Nasenlöchern besitzen die Bambushaie jeweils eine Bartel, die ihnen zur Futtersuche 
dient (Abbildung 6 B). Sie erreichen Größen von bis zu 105 cm, wobei die Weibchen größer 
werden als die Männchen. Die Färbung, die dem braungebänderten Bambushai den Namen 
gegeben hat, verlieren die meisten Haie im adulten Stadium und behalten eine braune oder 
graue Färbung zurück. Der Lebensraum dieser Haie befindet sich in den küstennahen oder 
korallennahen Gewässern des asiatischen und indischen Westpazifik. Da sie bis zu                 
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24 Stunden außerhalb des Wassers überleben können, verbleiben sie während der Ebbe in 
ihrem Lebensraum. Dort jagen sie hauptsächlich nachts nach wirbellosen Tieren oder kleinen 
Knochenfischen.  
 
 
 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung des braungebänderten Bambushais (Chiloscyllium punctatum) 
(A) Der braungebänderte Bambushai (Chiloscyllium punctatum) in der Seitenansicht. Charakteristische 
Merkmale sind gekennzeichnet. (B) Darstellung des Mauls und Kennzeichnung der Merkmale. Modifizierte 
Abbildung von Müller und Henle (1841). 
 
 
2.3 Der Organismus Myxine glutinosa 
Der nordatlantische Schleimaal (Myxine glutinosa) wurde erstmals 1758 von Carl Linnæus 
beschrieben. Er gehört zur Klasse der Schleimaale (Myxini), der Ordnung der Schleimaale 
(Myxiniformes) und der Familie der Schleimaale (Myxinidae; Fishbase). Seinen Namen 
verdankt er seinen rund 100 Poren, aus denen er Schleim absondert (Abbildung 7 A). Der 
gräulich bis rosafarbende Körper ist aalförmig und erreicht eine Länge von ungefähr 80 cm. 
Er hat keinen Kiefer, besitzt dafür jedoch ein sternförmiges Maul, das von sechs Barteln 
umrahmt ist (Abbildung 7 B). Diese nutzt er, um seine Nahrung, bestehend aus toten oder 
sterbenden Fischen jeglicher Art, zu finden. Der nordatlantische Schleimaal bevölkert die 
Meeresböden des atlantischen Ozeans in Tiefen von 30 bis 1200 m.  
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des nordatlantischen Schleimaals (Myxine glutinosa) 
(A) Kennzeichnung von chrakteristischen Mekmalen des nordatlantischen Schleimaals (Myxine glutinosa). (B) 
Detailansicht des Mauls und der Zunge, welche mit Zähnen besetzt ist (www.biocyclopedia.com, modifiziert). 
 
 
Die phylogenetischen Beziehungen von Schleimaalen, Neunaugen und Kiefermäulern sind 
bis heute nicht klar. Es stehen sich die Vertebraten-Hypothese und die Cyclostome 
(Rundmäuler)-Hypothese gegenüber. Die Vertebraten-Hypothese beschreibt die 
Schleimaale, auf Grund von morphologischen und physiologischen Merkmalen als eine 
Schwestergruppe der Vertebratengruppe, die sich in Neunaugen und Kiefermäuler unterteilt 
(Delabre et al., 2002). Der Cyclostome-Hypothese liegen molekularbiologische Daten zu 
Grunde, die darauf hinweisen, dass Neunaugen und Schleimaale eine Gruppe der 
Rundmäuler bilden, die wiederum eine Schwestergruppe zu den Kiefermäulern bildet 
(Delabre et al., 2002). 
 
 
2.4 Evolution der Serpine 
Serpine wurden in allen Domänen des Lebens identifiziert. Auffällig dabei ist, dass die Anzahl 
von Serpinen in Vielzellern, besonders in Vertebraten, stark expandiert ist. Das ist mit der 
Funktion von Serpinen als effiziente Regulatoren für endogene und exogene Proteasen und 
der hohen Adaptionsmöglichkeit aufgrund ihrer Struktur begründbar (Benarafa und Remold 
O’Donnell, 2005). Durch Genduplikationen können Serpingene im Genom verdoppelt 
worden sein. Ein Hinweis dafür ist, dass Serpine häufig in Gruppen in Genomen von höheren 
Vertebraten zu finden sind (Benarafa und Remold O’Donnell, 2005). Durch eine einzige 
Mutation innerhalb des RSL, zum Beispiel an der Position P1, besteht die Möglichkeit die 
Proteasespezifität des Serpins zu verändern. So konnten in der Evolution durch einfache 
Punktmutationen neue Fähigkeiten erlangt werden. Wahrscheinlich haben sich nicht-
inhibitorische Serpine im Laufe der Evolution auf diese Weise aus inhibitorischen Serpinen 
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entwickelt. Ein Beispiel dafür ist Angiotensinogen, das in Kiefermäulern ein nicht-
inhibitorisches Serpin ist. Im Flussneunauge (ein basaler Vertebrat, Lampetra fluviatilis) 
besitzt Angiotensinogen neben einer blutdruckregulatorischen Funktion eine inhibitorische 
Aktivität gegen das humane Thrombin (Wong und Takei, 2011; Wang und Ragg, 2011). 
Thrombin ist ein Bestandteil der Blutgerinnungskaskade in Vertebraten, dessen Inhibierung 
in Kiefermäulern von den Serpinen HCII und ATIII übernommen wird, während 
Angiotensinogen seine inhibitorische Aktivität verloren hat und als Prohormon in der 
Blutdruckregulation agiert (Gettins, 2002).  
Als phylogenetischer Marker für die Entwicklung von Serpinen in Vertebraten kann die 
konservierte Exon-Intron-Struktur unter Berücksichtigung von Indel-Positionen 
herangezogen werden, woraus Ragg et al. (2001) ein Evolutionsmodell entwickelt haben 
(Abbildung 8). In Serpinen aus Vertebraten tritt keine Intronposition in allen sechs Gruppen 
an der gleichen Position auf, wobei die Introns an den Positionen 78c, 167a und 192a in 
mehreren Gruppen präsent sind, während andere Positionen spezifisch für jeweils eine 
Gruppe sind (Anschnitt 2.1.2). Unter Berücksichtigung der Deletion jeweils einer Aminosäure 
nach den Positionen 171 und 247 der Gruppen 2, 4 und 6, beziehungsweise der dortigen 
Insertion einer Aminosäure der Gruppen 1, 3, und 5, erfolgt eine Einteilung der sechs 
Gruppen in zwei Klassen, die vermutlich jeweils einen gemeinsamen Vorfahren teilen 
(Abbildung 8; Ragg et al., 2001). Neben der Exon-Intron-Struktur existieren weitere 
phylogenetische Marker, die Hinweise auf die Entwicklung geben können. Aussagekräftig 
sind beispielsweise Sequenzvergleiche, wodurch Sequenzhomologien, charakteristische 
Sequenzmotive und Indel-Positionen aufgedeckt werden. Auch der Nachweis von funktionell 
oder strukturell relevanten Positionen gibt Hinweise auf phylogenetische Beziehungen. 
Analysen von Serpin-Protease-Interaktionen können zusätzliche Hinweise liefern.    
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Abbildung 8: Evolutionsmodell der Serpine aus Vertebraten nach Exon-Intron-Struktur und Indelpositionen 
In den konservierten Sequenzen weisen Serpine aus Vertebraten konservierte Intronpositionen auf, wodurch 
sie in sechs Gruppen eingeteilt werden können. Unter Einbeziehung von Indels können diese Gruppen in zwei 
Klassen eingeteilt werden. Dies lässt vermuten, dass sich die Gruppen 2, 4 und 6 sowie 1, 3 und 5 aus je einem 
gemeinsamen Vorfahren entwickelt haben, welche sich wiederum aus einem gemeinsamen Vorfahren 
entwickelt haben (modifiziert nach Ragg et al., 2001).  
 
 
 
2.5      Knorpelfische      und      Schleimaale      als      Forschungsobjekte       der 
           Serpinentwicklung 
Von Haien, Rochen und chimären Knorpelfischen sind bis heute noch nicht alle Spezies 
bekannt. Selbst in den letzten 50 Jahren sind weitere Spezies entdeckt worden (Naylor et al., 
2012). Dabei stellen Knorpelfische interessante Forschungsobjekte dar. Dies liegt zum einen 
daran, dass sie über den Zeitraum der letzten 70 Millionen Jahre fast unverändert existieren 
und zum anderen nehmen die Knorpelfische eine basale phylogenetische Position in der 
Evolution der Kiefermäuler (Gnathostome) ein (Naylor et al., 2012). In der Evolution von 
Kiefermäulern bilden Knorpelfische eine der ersten Abspaltungen (Naylor et al., 2012). Der 
Hai stellt somit einen Vertreter für basale Kiefermäuler dar (Abbildung 9). 
Interessanterweise sind Haie oder Knorpelfische im Allgemeinen wenig untersuchte 
Organismen. Das betrifft nicht nur die Serpinforschung (Naylor et al., 2012). Zu Beginn dieser 
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Arbeit waren lediglich vier komplette Serpinsequenzen aus den Knorpelfischen kleiner 
Rochen (Leucoraja erinacea), roter Stechrochen (Dasyatis akajei), Elefantenhai 
(Callorhinchus milii; chimärer Knorpelfisch) und gebänderter Hundshai (Triakis scyllium) 
bekannt. Alle vier Sequenzen kodieren für Angiotensinogen. Die Suche in Expressed 
Sequence Tag- (EST) und whole genome shot gun contig- (WGS) Datenbanken erbrachte 
einige Teilsequenzen von Serpinen aus dem kleinen Rochen, dem Dornhai (Squalus 
acanthias) und dem weißgepunkteten Bambushai (Chiloscyllium plagiosum). Während des 
Erstellens dieser Arbeit wurden von Tan et al. (2012) aus dem Elefantenhai (Callorhinchus 
milii) sechs weitere vollständige Serpinsequenzen identifiziert.  
Knorpelfische eignen sich demnach wegen ihrer Position in der Entwicklung der Kiefermäuler 
und deren fast unveränderter Existenz seit 70 Millionen Jahren für die Untersuchung von 
Serpinsequenzen als Beitrag zu deren phylogenetischer Entwicklung.  
 
 
 
Abbildung 9: Phylogenetische Position der Knorpelfische und Schleimaale 
Schädellose und Manteltiere sind die engsten Verwandten von Vertebraten. Innerhalb der Vertebraten 
entwickelten sich die Rundmäuler (Schleimaal und Neunauge; rot) und Kiefermäuler (Knorpelfische; grün, 
Knochenfische, Amphibien, Echsen, Vögel und Säugetiere; gelb). Haie (braun) nehmen eine basale Position in 
der Entwicklung von Kiefermäulern ein und die Schleimaale (blau) stellen den ursprünglichsten, lebenden 
Vertebraten dar.  Der Stammbaum wurde mit Bakterien als Außengruppe gewurzelt. 
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Schleimaale sind neben Neunaugen die einzigen noch lebenden Rundmäuler und nehmen 
eine Schlüsselposition in der Vertebratenentwicklung ein (Abbildung 9). Im Gegensatz zu 
Neunaugen haben Schleimaale wenige anatomische oder physiologische Gemeinsamkeiten 
mit Kiefermäulern und stellen einen ursprünglichsten Vertreter von noch lebenden 
Vertebraten dar (Abschnitt 2.3; Delabre et al., 2002; Takezaki et al., 2003). Aufgrund dieser 
phylogenetischen Position eignen sich Schleimaale als hervorragende Forschungsobjekte für 
die Analyse der evolutionären Entwicklung von Serpinen in Vertebraten.  
 
 
2.6 Phylogenetische Analysen 
Die Phylogenetik untersucht die evolutionäre Entwicklung von Gruppen aus verschiedenen 
Organismen. Die Verwandtschaftsbeziehungen basieren dabei auf der Untersuchung von 
Nukleinsäuresequenzen oder Aminosäuresequenzen. Dabei steht heute eine Reihe von 
Algorithmen zur Verfügung, die durch Eingabe der Sequenzen mit unterschiedlichen 
Vorgehensweisen einen Stammbaum erstellen (Abschnitt 4.8). Dabei werden distanzbasierte 
Methoden und merkmalbasierte Methoden unterschieden. Alle verwendeten Merkmale der 
Sequenzen (Insertion, Deletion, Mutation) dienen als Marker, um die phylogenetischen 
Bäume zu erstellen. Distanzbasierte Methoden rechnen diese Merkmale in Distanzen um, 
wohingegen merkmalbasierte ihre Bäume direkt nach den Merkmalen erstellen.  
Phylogenetische Stammbäume werden aus Ästen, äußeren und inneren Knoten und häufig 
aus einer Wurzel aufgebaut. Die Wurzel wird durch eine Außengruppe (Outgroup) gebildet, 
gibt dem Stammbaum eine Richtung und verbindet den erstellten (Teil-)Stammbaum mit 
dem vollständigen Stammbaum. Die Knoten repräsentieren Arten, beziehungsweise den 
letzten gemeinsamen Vorfahren zweier Arten. Es werden dabei innere und äußere Knoten 
unterschieden. Die inneren Knoten stellen hypothetische Arten (hypothetical taxonomic 
units = HTU) dar, die häufig für ausgestorbene Arten stehen (Knoop und Müller, 2009). Die 
äußeren Knoten werden auch Blätter genannt und werden von den eingegebenen Daten 
gebildet (operational taxonomic units = OTU). Als Kantenlänge wird die Länge der jeweiligen 
Äste bezeichnet, die der geschätzten Zeit der Trennung zweier Arten entspricht (Knoop und 
Müller, 2009).   
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2.6.1 Distanzbasierte Methoden 
Die am häufigsten verwendeten distanzbasierten Methoden sind UPGMA (unweigthed pair 
group method with arithmetic mean) und Neighbor-Joining. Beide Methoden vergleichen die 
Sequenzen. Die Sequenzen mit den geringsten Unterschieden werden zusammengefasst. Der 
UPGMA Algorithmus beginnt danach mit seiner Berechnung der Ähnlichkeiten der 
Sequenzen erneut (Jin und Nei, 1991). Dabei nimmt er die beiden zuvor ähnlichsten 
Sequenzen als eine an. So findet der Algorithmus die Sequenz, die dem ersten Paar am 
ähnlichsten ist. Jede neue Sequenz ergibt einen neuen Ast und hat die gleiche Entfernung zur 
Wurzel wie die Anderen. Das Problem dieser Methode besteht darin, dass sie sich nur auf 
Sequenzunterschiede stützt (Jin und Nei, 1991). Dabei liegt die Annahme zugrunde, dass die 
Anzahl der Mutationen proportional zu der vergangenen Zeit ist (Molekulare evolutionäre 
Uhr, Zuckerkandl und Pauling, 1965). In der Realität ist jedoch nicht davon auszugehen, dass 
die Mutationen grundsätzlich gleichmäßig verteilt sind, da diese von einer Vielzahl von 
Faktoren wie dem Selektionsdruck abhängig sind. Trifft die Theorie der molekularen Uhr 
nicht zu, so kann die UPGMA-Methode keinen korrekten Stammbaum konstruieren.  
Die Neighbor-Joining-Methode hat ein ähnliches Vorgehen legt jedoch nicht die Molekulare-
Uhr-Theorie zu Grunde (Saitou und Nei, 1987). Auch diese Methode vergleicht die 
eingegebenen Sequenzen. Dabei berücksichtigt diese Methode nicht nur die Ähnlichkeit von 
zwei Sequenzen, sondern auch deren Abstand zu den anderen eingegebenen Sequenzen. So 
werden aus einem zuerst sternenförmigen Baum immer mehr Sequenzen zusammengefügt, 
die unterschiedliche Astlängen haben, so dass ein Baum ohne Wurzel entsteht. Diese lässt 
sich durch die Verwendung einer Außengruppe hinzufügen (Saitou und Nei, 1987).         
 
 
2.6.2 Merkmalbasierte Methoden 
Zwei der am häufigsten verwendeten merkmalbasierten Methoden für phylogenetische 
Analysen sind Maximum-Likelihood und Maximum-Parsimony. Der Unterschied zu den 
distanzbasierten Methoden ist, dass hier nicht ein Baum schrittweise aufgebaut wird, 
sondern dass aus jedem möglichen Baum der richtige, der Methode entsprechende, 
Stammbaum ausgewählt wird. Die Bäume werden durch den Vergleich von 
Sequenzmerkmalen erstellt. Die Maximum-Parsimony-Methode basiert auf der These, dass 
die Evolution immer den kürzesten, sparsamsten Weg nimmt. So wird der Baum mit den 
wenigsten Verzweigungen, also der einfachste, ausgewählt (Sourdis und Nei, 1988). Die 
Maximum-Likelihood-Methode dagegen nimmt eine statistische Abschätzung vor. Dazu 
müssen nicht nur Sequenzen eingegeben werden, sondern auch ein passendes 
Evolutionsmodell, auf welches sich die Abschätzung beziehen soll. Folglich wählt der 
Algorithmus den Baum mit der höchsten Wahrscheinlichkeit aus (Tamura et al., 2011).  
                                                                                                                                                                EINLEITUNG                                                                                                                             
21 
 
2.6.3 Bootstrapping 
Das Bootstrapping ist ein Verfahren zur Bewertung des erstellten Stammbaums. Dabei 
werden von den eingegebenen Daten je nach Einstellung 100 – 1000 Pseudoreplikate 
erstellt. Dabei werden zufällige Daten des Alignments verwendet, so dass Daten mehrfach 
oder gar nicht ausgewählt werden können (Felsenstein, 1985). So entsteht ein neuer 
Datensatz aus neu zusammengestellten Daten mit derselben Größe wie der ursprüngliche 
Datensatz. Es werden neue Stammbäume aus den Pseudo-Alignments erstellt, so dass für 
jede Verzweigung die prozentuale Wahrscheinlichkeit angegeben werden kann, in der diese 
in den Stammbäumen ebenfalls auftreten (Felsenstein, 1985). Ein hoher Bootstrap-Wert 
unterstützt die Gruppierung, jedoch heißt ein geringer Wert nicht, dass die Gruppierung 
falsch ist.  
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3 Ziele der Arbeit 
 
 
Serpine vieler Vertebratengruppen wurden bereits analysiert und deren phylogenetischen 
Beziehungen untersucht. Dennoch ist die phylogenetische Entwicklung der Serpine in 
Vertebraten nicht abschließend geklärt, das unter anderem in fehlenden Daten aus basalen 
Vertebraten begründet ist. Da Knorpelfische einen der ersten Vertreter der Kiefermäuler und 
Schleimaale einen der ersten Vertreter der Vertebraten darstellen, kann die Analyse von 
Serpinen dieser Organismen Einblicke in die Entwicklung geben. Bisher wurden lediglich 
Angiotensinogen-Sequenzen einiger Knorpelfische sowie sieben zusätzliche Serpinsequenzen 
aus dem chimären Knorpelfisch Callorhinchus milii in den Datenbanken abgelegt. Die 
Isolierung einer vollständigen Serpinsequenz aus einem Schleimaal ist bisher noch nicht 
gelungen. Zu den bisher veröffentlichten Daten sollte diese Arbeit durch die Isolierung, 
Charakterisierung und den phylogenetischen Vergleich vollständiger Serpin-cDNA-
Sequenzen aus dem braungebänderten Bambushai (Chiloscyllium punctatum) und dem 
nordatlantischen Schleimaal (Myxine glutinosa) einen Beitrag leisten.  
Für die Isolierung vollständiger Serpin-cDNA-Sequenzen von Chiloscyllium punctatum sollten 
zunächst universelle Suchprimer für Serpine verwendet werden, die charakteristische 
Motive von Serpinen abdecken. Des Weiteren sollten abgelegte ESTs aus Knorpelfischen als 
Basis für die Erstellung individueller degenerierter Primer zur Isolierung von Teilsequenzen 
genutzt werden. Die vollständigen Sequenzen sollten über RLM-RACE-cDNA gewonnen, im 
Anschluss charakterisiert und anhand von Sequenzmotiven, Syntenieanalysen, Klärung von 
Exon-Intron-Strukturen oder Untersuchungen zu Proteaseinhibition und Proteasespektrum 
eine Zuordnung der Serpine in die bestehenden Klassifikationsmodelle erfolgen. Dazu sollten 
Fusionsproteine erstellt, rekombinant in COS-7-Zellen exprimiert und anschließende 
Komplexierungsstudien mit Zielproteasen durchgeführt werden.  
Die Isolierung von Sequenzen aus dem Myxine glutinosa sollte unter Verwendung der 
degenerierten Serpin-Suchprimern erfolgen. Für Einordnung in die bestehenden 
Klassifikationsmodelle sollte ein Vergleich mit abgelegten Sequenzen aus den Datenbanken 
erfolgen. 
Die isolierten Sequenzen aus Chiloscyllium punctatum und Myxine glutinosa sollten als 
Grundlage für erneute Datenbankrecherchen in EST-, WGS- und Nukleotid-Datenbanken 
dienen. Durch den Vergleich dieser Sequenzen mit den isolierten Sequenzen aus 
Chiloscyllium punctatum und Myxine glutinosa sowie bekannten Sequenzen, insbesondere 
aus Knochenfischen, Neunaugen und dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) sollen 
Rückschlüsse auf die Entwicklung der verschiedenen Serpingruppen gezogen werden. 
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4 Material und Methoden 
 
 
4.1 Material 
Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden im höchst möglichen Reinheitsgrad 
verwendet (Abschnitt 8.1). Puffer, Lösungen und Medien wurden vor Gebrauch autoklaviert 
oder sterilfiltriert. Das Reinstwasser zur Herstellung der Lösungen und Puffer wurde der 
MilliQ®-Anlage von Millipore entnommen und autoklaviert eingesetzt. Dies wird im 
Folgenden mit ddH2O abgekürzt. Alle Arbeiten wurden mit sterilen Pipettenspitzen und in 
sterilen Reaktionsgefäßen durchgeführt. Enzyme, Kits, Antikörper, Primer, Geräte und 
weitere Materialien sind in den folgenden Abschnitten erwähnt oder dem Anhang zu 
entnehmen (Abschnitte 8.1, 8.2 und 8.5). Von Fermentas bezogene Materialien sind nun 
über identische Katalognummern von Thermo Scientific zu beziehen.  
 
 
4.2 Mikrobiologische Methoden 
 
4.2.1 Herstellung von chemisch kompetenten Escherichia coli-Zellen 
Über die CaCl2-Methode  wurden chemisch kompetente Bakterien hergestellt (Tabelle 4; 
Mandel und Higa, 1970; Cohen et al., 1972). Dazu wurde eine Übernachtkultur angelegt.      
10 mL LB-Medium wurden mit 20 µL Top10 Zellen angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm 
geschüttelt. 250 mL LB-Medium wurden mit der Vorkultur beimpft und bis zu einer OD600 
von 0,5 bis 1,0 kultiviert. Die Kultur wurde im Anschluss 10 min auf Eis gelagert und danach 
für 10 min bei 4 °C und 4000 × g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 65 mL gekühlter MgCl2-
Lösung (100 mM) resuspendiert und nach 5-minütiger Inkubation auf Eis nochmals 
zentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet in 13 mL gekühlter CaCl2-Lösung                     
(100 mM) aufgenommen und für 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation 
wurde das Pellet in 2,6 mL gekühlter CaCl2-Lösung (85 mM) mit 15 % Glycerin resuspendiert 
und in 50 µL Aliquots bei -80 °C gelagert. 
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Tabelle 4: Bakterienstamm und Medien 
Bakterienstamm und Medien                        Zusammensetzung 
One Shot® TOP10 Chemically Competent 
E. coli (Invitrogen)  
F
-
mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) ɸ80lacZ∆M15∆lacX74  
recA1 araD139 ∆(ara-leu) 7697 galU galK rpsL(Str
R
) endA1 nupG λ- 
LB-Medium Lennox (Roth)  10 g/L Trypton  
5 g/L Hefeextrakt  
5 g/L NaCl 
LB-Medium Lennox mit Ampicillin  LB-Medium Lennox mit 100 µg/mL Ampicillin  
SOC-Medium 20 g/L Trypton 
5 g/L Hefeextrakt  
10 mM NaCl 
10 mM KCl 
10 mM MgCl2 
10 mM MgSO4 
20 mM Glukose 
LB-Agar mit Ampicillin  LB-Medium mit 100 µg/mL Ampicillin und 15 g/L Agar  
 
 
4.2.2 Transformation 
Bakterien haben die Eigenschaft doppelsträngige DNA aus ihrer Umgebung aufzunehmen. 
Dies ist von Faktoren wie Temperatur, Konzentration an Magnesium-Ionen und 
Wachstumsphase der Bakterienkultur abhängig (Hanahan, 1983).  
Es wurde ein Aliquot der chemisch kompetenten Zellen (Abschnitt 4.2.1) auf Eis aufgetaut 
und mit 1 µL Plasmidlösung (Abschnitt 4.3.9) oder 2 bis 5 µL Ligationsansatz (Abschnitt 
4.3.11) versetzt. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C 
für 50 sec. Dadurch wird die Zelle permeabel und kann die DNA aufnehmen. Es folgte eine   
4-minütige Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 250 µL SOC-Medium (Tabelle 4) wurden die 
kompetenten Zellen unter Schütteln (200 rpm) bei 37 °C für 1 h inkubiert. Im Anschluss 
wurden die Zellen auf ampicillinhaltige Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C 
inkubiert.  Die transformierten Plasmide besaßen ein Ampicillinresistenzgen, so dass die 
Bakterienkolonien durch Antibiotikumzugabe selektiert werden konnten (Hanahan, 1983).   
 
 
4.3 Molekularbiologische Methoden 
 
4.3.1 RNA-Isolierung aus Geweben 
Die in dieser Arbeit angewandte TRIZOL-Methode zur Isolierung von Gesamt-RNA aus 
Geweben basiert auf einer Methode von Chirgwin et al. (1979) und Chomczynski und Sacchi 
(1987). Guanidinium-Thiocyanat denaturiert Proteine und destabilisiert Zellmembranen. Die 
RNA wird freigesetzt und gleichzeitig vor RNasen geschützt. Durch die Zugabe von 
Chloroform-Isoamylalkohol (Verhältnis 24:1) bilden sich drei Phasen. In der wässrigen, 
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oberen Phase befindet sich die RNA, wobei sich die denaturierten Proteine und die DNA in 
der unteren Chloroformphase und der Interphase befinden.   
Es wurde tiefgefrorenes Gewebe eines nordatlantischen Schleimaals (Myxine glutinosa)  und 
eines jungen braungebänderten Bambushais (Chiloscyllium punctatum) verwendet. Im 
Gegensatz zu Myxine glutinosa wurde das Gewebe von Chiloscyllium punctatum in drei 
Segmente (Kopf, Schwanz und Innereien) unterteilt. Unter Verwendung von Trockeneis 
wurden die Gewebe mittels eines Mörsers pulverisiert  und bei - 80 °C gelagert. 
Für die Isolierung der RNA wurden jeweils ca. 200 mg Gewebe zu 5 mL TRIZOL-Reagenz 
gegeben (Tabelle 5). Durch heftiges Schütteln (5 min) wurden die verbliebenen 
Gewebestücke aufgelöst. Bei der RNA-Isolierung aus Schwanz und Kopf von Chiloscyllium 
punctatum wurde zusätzlich ein Douncer eingesetzt um Hautstücke und Knochenstücke 
besser aufzulösen. Die Suspension wurde 10 min bei 12000 × g und 4 °C zentrifugiert, um 
unlösliche Bestandteile zu entfernen. Pro Milliliter Überstand wurden 200 µL Chloroform-
Isoamylalkohol zugegeben und 2 min heftig geschüttelt. Die milchige Suspension wurde im 
Anschluss 15 min bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die obere wässrige Phase 
beinhaltete die RNA und wurde abgenommen und erneut mit Chloroform-Isoamylalkohol 
versetzt. Der Chloroform-Isoamylalkohol-Schritt wurde so oft wiederholt, bis sich keine 
weiße Interphase mehr bildete. Nach Abnahme der oberen Phase wurde diese mit dem      
0,5-fachen Volumen Isopropanol versetzt. Nach kurzem Schütteln wurde der Ansatz 10 min 
bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss 10 min bei 12000 × g und 4 °C zentrifugiert. 
Das weiße Pellet wurde mit Ethanol (100 µL, 70 %, -20°C) gewaschen und 5 min zentrifugiert. 
Dieser Schritt wurde zwei Mal durchgeführt. Das Pellet wurde im Anschluss 10 min bei 
Raumtemperatur getrocknet und in Diethyldicarbonat (DEPC)-behandeltem, nuklease-freiem 
Wasser aufgenommen (Tabelle 5). Die Qualitätsanalyse und Quantitätsanalyse der RNA 
erfolgte mit RNA-Agarosegelen und photometrischen Messungen (Abschnitt 4.3.8). 
 
Tabelle 5: Puffer für die RNA-Isolierung 
Puffer Zusammensetzung 
TRIZOL-Reagenz 3,05 g Ammonium-Thiocyanat 
9,44 g Guanidinium-Thiocyanat 
5,75 mL Glycerin (87 %) 
3,33 mL 3 M Natriumacetat, pH 8,0  
40 mL DEPC-Wasser 
pH 5,0 einstellen, autoklavieren 
38 mL Roti®-Aqua-Phenol 
Roti®-Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) Roth, X984.2 
DEPC-behandeltes-Wasser 0,1 % (v/v) DEPC in ddH20, 24 h rühren, 2 × autoklavieren 
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4.3.2 Isolierung genomischer DNA aus Chiloscyllium punctatum 
Für die Isolierung genomischer DNA aus Chiloscyllium punctatum wurde das pulverisierte 
und bei -80 °C gelagerte Gewebe aus dem Kopfbereich verwendet. Es wurden 100 mg 
Gewebe in 1 mL Proteinase K Puffer über 2 h bei 55 °C unter leichtem Schwenken gelöst 
(Tabelle 6). Nach einer weiteren Inkubation bei 37 °C für 1 h mit 7 µL RNase A (30 mg/mL) 
wurden 10 µL Proteinase K (20 mg/mL) zugegeben und unter leichtem Schütteln 18 h bei     
55 °C inkubiert. Die Suspension wurde 5 min bei 12000 × g zentrifugiert, der Überstand mit    
1 mL Phenol versetzt, invertiert und erneut 10 min zentrifugiert. Der Phenolschritt wurde 
noch einmal wiederholt. Der Überstand wurde im Weiteren mit 1 mL Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1) vermengt und 10 min bei 12000 × g zentrifugiert. Dieser Schritt 
wurde so oft wiederholt, bis sich keine Interphase mehr bildete. Durch Zugabe von 40 µL 
Natriumacetat (3 M, pH 4,0) und 1 mL Ethanol (100 %) pro 400 µL Überstand wurde die 
genomische DNA pelletiert (Tabelle 6). Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde 
das Pellet zwei Mal mit Ethanol (70 %) gewaschen. Nach Verdampfen des restlichen Ethanols 
wurde das Pellet in 200 µL TE-Puffer (Tabelle 6) aufgenommen und über Nacht bei 4 °C 
gelagert. Konzentration sowie die Reinheit wurden mit dem Nanophotometer bestimmt 
(Abschnitt 4.3.8).  
 
Tabelle 6: Puffer für die Isolierung genomischer DNA 
Puffer Zusammensetzung 
Proteinase K Puffer 100 mM Tris-HCl, pH 8,5 
5 mM EDTA 
 0,2 % (w/v) SDS 
200 mM NaCl 
Roti®-Phenol Roth, 0038 
Natriumacetat 3 M, pH 4,0 
TE-Puffer 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 
1 mM EDTA 
 
 
4.3.3 Synthese von cDNA 
Bei der cDNA-Synthese wird RNA in einzelsträngige DNA übersetzt. Eine RNA-abhängige 
DNA-Polymerase mit inaktiver RNaseH liest die RNA ab, ohne sie zu zerstören (Kotewicz et 
al., 1988). Das in dieser Arbeit verwendete RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit  
arbeitet mit einer reversen Transkriptase, welche aus dem Moloney-Maus-Leukämie-Virus 
stammt (M-MuLV; Abschnitt 8.2.2; Fermentas, 2012).   
Als Startpunkt für die RNA-abhängige DNA-Polymerase wird ein Primer verwendet, der 
komplementär zum Poly(A)-Schwanz der mRNA ist. Von dessen 3‘-Ende erfolgt die Synthese. 
Neben der Oligo(dT)-Sequenz kann eine definierte Sequenz an das 5‘-Ende des Primers 
angebracht werden. Dies ermöglicht in Kombination mit einem genspezifischen Primer die 
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Amplifikation des 3‘-Endes. Die cDNA-Synthese wurde mit dem RevertAid H Minus First 
Strand cDNA Synthesis Kit  nach Herstellerangaben durchgeführt (Abschnitt 8.2.2; 
Fermentas, 2012). Als Primer wurde nicht der Oligo(dT)18-Primer, sondern der GeneRacer3‘-
Primer verwendet (Abschnitt 8.5.2). 
 
 
4.3.4 RLM-RACE-cDNA-Synthese 
Die RLM-RACE-cDNA-Synthese (RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends) ist 
eine Form der cDNA-Synthese, mit der an 5‘-Enden und 3‘-Enden der cDNA spezifische 
Sequenzen gehängt werden. Mit dieser Methode ist es möglich die gesamte Länge der cDNA 
zu amplifizieren (Maruyama und Sugano, 1994). Die Reaktion für das 3‘-Ende ist dabei analog 
zu dem cDNA-Synthese-Verfahren des Fermentas-Kits (Abschnitt 4.3.3). Ein Unterschied liegt 
in der Polymerase. Hier wird die SuperScriptTM III RT-RNA-abhängige-DNA-Polymerase 
verwendet (Abbildung 10).  
Zur Herstellung der RACE-cDNA wurde das GeneRacer®-Kit von Invitrogen verwendet. Wie 
bei der cDNA-Synthese (Abschnitt 4.3.3) wird die RNA durch eine RNA-abhängige DNA-
Polymerase in cDNA umgeschrieben. Durch Vorbehandlungen der mRNA kann die komplette 
cDNA vom 5‘-Ende bis zum 3‘-Ende synthetisiert werden (Invitrogen, 2004). Um tRNAs, 
rRNAs oder beschädigte mRNAs zu eliminieren, wird das Enzym CIP (calf intestinal 
phosphatase) zugegeben. Dadurch werden Phosphatgruppen von RNA-Molekülen ohne 
intakte Cap-Struktur abgespalten (Abbildung 10 A). Um die Phosphatgruppe am 5‘-Ende der 
RNA zugänglich zu machen, wird die Cap-Struktur mit dem Enzym TAP (tobacco acid 
pyrophosphatase) behandelt (Abbildung 10 B). Im nächsten Schritt wird an die freie 
Phosphatgruppe ein RNA-Oligonukleotid mit spezifischer Sequenz durch eine RNA-Ligase 
ligiert (Abbildung 10 C, D). Anschließend wird mit der SuperScriptTM III RT eine cDNA mit 
spezifischen Sequenzen an 5‘-Enden und 3‘-Enden erstellt (Abbildung 10 E, F). Diese 
Sequenzen können bei einer nachfolgenden PCR als Bindestellen für Primer verwendet 
werden. In Kombination mit genspezifischen Primern können so die 5‘-Enden oder 3‘-Enden 
aufgeklärt werden (Abschnitte 4.3.5 und 4.3.6). 
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Abbildung 10: RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends-cDNA-Synthese  
(A) Die Behandlung der RNA mit CIP (calf intestinal phosphatase) spaltet Phosphatgruppen an RNA-Molekülen 
ab, die beschädigt oder keine mRNAs sind. (B) Die Cap-Struktur am 5‘-Ende wird durch das Enzym TAP (tobacco 
acid pyrophosphatase) entfernt, (C, D) so dass an die freie Phosphatgruppe ein RNA-Oligonukleotid mit 
spezifischer Sequenz durch eine RNA-Ligase angefügt werden kann. (E) Nach Anlagerung des Oligo(dT)-Primers 
mit spezifischer Sequenz am 5‘-Ende folgt die reverse Transkription durch die SuperScript
TM
 III RT, (F) so dass 
ein vollständiger cDNA-Strang mit einer spezifischen Primersequenz an 5‘-Ende und 3‘-Ende entsteht (nach 
Invitrogen, 2004). 
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4.3.5 Polymerasekettenreaktion 
Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction = PCR) ist ein Verfahren zur 
Vervielfältigung spezifischer DNA-Sequenzen invitro. Mit Hilfe einer thermostabilen DNA-
Polymerase kann über ein Primerpaar, das komplementär zu der DNA-Sequenz ist, die 
Amplifikation erfolgen (Saiki et al., 1988). Als Ausgangsmaterial wurde cDNA, RACE-cDNA, 
Plasmid-DNA oder genomische DNA eingesetzt.  
Nach der Anfangsdenaturierung, bei der die doppelsträngige DNA in Einzelstränge 
aufgetrennt wird, durchläuft der PCR-Ansatz üblicherweise 35 Zyklen (Tabelle 7). Zu Beginn 
eines jeden Zyklus wird die DNA denaturiert, gefolgt von einem Annealing-Schritt. Dabei 
lagern sich die Primer an komplementäre DNA-Sequenzen und bieten eine freie 3‘-OH-
Gruppe für die Elongation, so dass die DNA-Polymerase den DNA-Strang vervollständigen 
kann. Dazu wird die Elongationszeit an die Größe des erwarteten Amplifikats und der 
verwendeten DNA-Polymerase angepasst (Taq-DNA-Polymerase 1 kb/min; Pfu-DNA-
Polymerase 0,5 kb/min). Nach Durchlaufen der Zyklen erfolgt die Abschlusselongation, 
welche zur Vervollständigung aller DNA-Stränge dient. Zur Langzeitlagerung werden die 
Ansätze bei -20 °C eingefroren.  Ein Standard PCR-Ansatz ist in Tabelle 8 gezeigt. Zur 
Gewährleistung hoher Kopiertreuen wurde zur Amplifikation wichtiger DNA-Fragmente Pfu-
DNA-Polymerase, einem Enzym aus Pyrococcus furiosus, eingesetzt. Für analytische PCRs 
wurde Taq-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus verwendet. Diese hat im Gegensatz zur 
Pfu-DNA-Polymerase keine 3‘ → 5‘-Korrekturlesefunktion. Um die Vorteile beider Enzyme zu 
vereinen, die hohe Prozessivität der Taq-DNA-Polymerase und die 3‘ → 5‘-
Korrekturlesefunktion der Pfu-DNA-Polymerase, wurde häufig ein Gemisch eingesetzt 
(Verhältnis 1:10, Pfu:Taq; Cline et al., 1996). Dazu wurden im PCR-Ansatz die DNA-
Polymerasen, sowie der Puffer 1:10 gemischt.  
 
Tabelle 7: Standard PCR-Programm  
Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [sec] 
Anfangsdenaturierung 1 × 95 240 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
 
35 × 
95 
variabel 
72 
30 
40 
1 kb/min (Taq-DNA-Polymerase) 
oder 0,5 kb/min (Pfu-DNA-
Polymerase) 
Abschlusselongation 1 × 72 2 × Elongationszeit 
Lagerung 1 × 8 bzw. -20 ∞ 
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Tabelle 8: Standard PCR-Ansatz  
 
 
Komponenten 
Volumen [µL] 
Taq-DNA-Polymerase Pfu-DNA-Polymerase 
Peqlab 
(01-1010) 
NEB 
(M0267X) 
Qarta Bio 
(QT-1000) 
Fermentas 
(EP0501) 
10 × Polymerasepuffer  2 2 2 2 (mit 20 mM MgSO4) 
25 mM MgCl2 - - 1,2-2 - 
10 × Enhancer  0-2 - 0-4 - 
dNTPs (10 mM je dNTP) 
(Fermentas, R0181) 
0,4 0,4 0,4 0,4 
DNA-Polymerase 0,1 (5 U/µL) 0,1 (5 U/µL) 0,2 (5 U/µL) 0,2 (2,5 U/µL) 
Primer (je 10 µM) 0,4 0,4 0,4 0,4 
Template 0,4 0,4 0,4 0,4 
ddH2O auf 20 auf 20 auf 20 auf 20 
 
 
Touch-Down-PCR 
Touch-Down-PCRs werden verwendet, wenn die Annealing-Temperaturen der Primer stark 
unterschiedlich oder unbekannt sind, zum Beispiel bei Verwendung von degenerierten 
Primern und um Fehlhybridisierungen der Primer zu vermeiden. Die Touch-Down-PCR 
ermöglicht ohne Variation anderer PCR-Bedingungen Amplifikationen mit möglichst wenigen 
Nebenprodukten (Don, 1991). Die Komponenten und Zusammensetzung des PCR-Ansatzes 
entsprechen der Standard-PCR (Tabelle 8), jedoch wird während des Reaktionsablaufs die 
Annealing-Temperatur verändert (Tabelle 9). Diese wird zunächst hoch angesetzt und im 
Laufe der PCR reduziert. Häufig wird die Start-Temperatur für fünf Zyklen beibehalten und 
danach um fünf Grad reduziert. Nach weiteren fünf Zyklen wird die Annealing-Temperatur 
um weitere fünf Grad herabgesetzt und dann für 25 Zyklen beibehalten. 
 
Tabelle 9: PCR-Programm für eine Touch-Down PCR 
Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [sec] 
Anfangsdenaturierung 1 × 95 240 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
 
5 × 
95 
TA 
72 
30 
40 
1 kb/min (Taq-DNA-Polymerase) 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
 
5 × 
95 
TA - 5 °C 
72 
30 
40 
1 kb/min (Taq-DNA-Polymerase) 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
 
25 × 
95 
TA -10 °C 
72 
30 
40 
1 kb/min (Taq-DNA-Polymerase) 
Abschlusselongation 1 × 72 2 × Elongationszeit 
Lagerung 1 × 8 bzw. -20 ∞ 
 
   
 
 
                                                                                                                                MATERIAL UND METHODEN                                                                                                                             
31 
 
PCR mit degenerierten Primern 
Die PCR mit degenerierten Primern unterschied sich zur Standard-PCR darin, dass im 
Mastermix höhere Primer-Konzentrationen eingesetzt wurden (Tabelle 11). Bei der 
Primerstammlösung handelt es sich um eine Mischung von Primern mit degenerierten 
Sequenzen (Abschnitt 4.3.6). Alle PCRs mit individuellen degenerierten Primern (Abschnitt 
8.5.1) wurden mit einer Annealing-Temperatur von 50 °C durchgeführt (Tabelle 10). Je 
niedriger die Annealing-Temperatur, desto mehr Mismatches von Primer zu DNA-Sequenz 
können toleriert werden (Wilks et al., 1989). Häufig war es notwendig eine weitere PCR 
(Nested-PCR) durchzuführen. Alle PCRs mit degenerierten Primern wurden mit der Taq-DNA-
Polymerase von Qarta Bio durchgeführt.  
 
Tabelle 10: PCR-Programm für degenerierte Primer und Taq-DNA-Polymerase 
Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [sec] 
Anfangsdenaturierung 1 × 95 240 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
 
35 × 
95 
50 
72 
30 
40 
1 kb/min (Taq-DNA-Polymerase) 
Abschlusselongation 1 × 72 2 × Elongationszeit 
Lagerung 1 × 8 bzw. -20 ∞ 
 
Tabelle 11: PCR-Ansatz für definierte degenerierte Primer und Taq-DNA-Polymerase 
Komponenten Volumen [µL]  
10 × Polymerasepuffer  2 
25 mM MgCl2 1,2 
dNTPs (10 mM je dNTP; Fermentas, R0181) 0,4 
DNA-Polymerase Qarta Bio (5 U/µL; QT-1000) 0,2 
Primer (je 10 µM) 1,2 
Template 0,4 
ddH2O auf 20 
 
 
PCR mit degenerierten Serpin-Suchprimern 
Für PCRs mit degenerierten Serpin-Suchprimern wurden vier forward-Primer mit drei 
reverse-Primern kombiniert (Abschnitte 4.3.7 und 8.5.1) und der PCR-Ansatz entsprechend 
der Angaben in Tabelle 11 verwendet. Um PCR-Produkte in ausreichender Menge zu 
erhalten, wurde ein spezielles PCR-Programm verwendet (Tabelle 12). Es wurde eine 
besondere Variante der Touch-Down-PCR angewendet. Dabei startet die PCR bei einer 
hohen Annealing-Temperatur, welche sich pro Zyklus um 1 °C verringert. Nach 35 Zyklen ist 
die Annealing-Temperatur so niedrig, dass die Primer auch an Sequenzen binden, die nicht 
vollständig komplementär sind (Roux, 1995). Im Anschluss wurden weitere 15 Zyklen bei 
einer Annealing-Temperatur von 52 °C angeschlossen, so dass die zuvor amplifizierten DNA-
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Fragmente vervielfältigt wurden. Auch eine Standard-Touch-Down-PCR wurde in 
Kombination mit den Serpin-Suchprimern eingesetzt (Tabelle 9).   
 
Tabelle 12: PCR-Programm zur Amplifikation von Serpinsequenzen unter Nutzung degenerierter Serpin-
Suchprimer 
Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [sec] 
Anfangsdenaturierung 1 × 95 240 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
 
35 × 
95 
65 (-1 °C pro Zyklus) 
72 
30 
40 
70  
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
 
15 × 
95 
52 
72 
30 
40 
70  
Abschlusselongation 1 × 72 140 
Lagerung 1 × 8 bzw. -20 ∞ 
 
 
Nested-PCR 
Eine Nested-PCR kann dazu genutzt werden, ein PCR-Produkt einer vorherigen PCR spezifisch 
zu vervielfältigen (Dieffenbach et al., 1993). Dazu werden Primer verwendet, die innerhalb 
der Sequenz der ersten PCR liegen (Abbildung 11). Die Nested-PCR mit degenerierten 
Primern wurde unter denselben Bedingungen durchgeführt. Dabei wurde das PCR-Produkt 
unverdünnt oder in Verdünnungen bis 1:10000 als Template eingesetzt. Alternativ wurde ein 
Produkt aus einem Agarosegel als Template für eine Nested-PCR verwendet. Dazu wurden 
Banden mit der gesuchten Fragmentgröße mit einer sterilen weißen Pipettenspitze 
gestochert. Eine weitere Variante ist eine Semi-Nested-PCR, in der in der zweiten 
Amplifikation ein Primer der ersten PCR mit einem Nested-Primer kombiniert wird 
(Abbildung 11; ein schwarzer Primer mit einem roten Primer). 
 
 
 
Abbildung 11: Nested-PCR 
Für eine Nested-PCR wurde zunächst eine PCR mit dem Primerpaar 1 (schwarz) durchgeführt. Das PCR-Produkt 
wurde als Template für die folgende PCR mit dem Primerpaar 2 (rot) eingesetzt. Optional wurde eine Semi-
Nested-PCR durchgeführt, indem in der zweiten PCR ein Primer 1 (schwarz) mit einem Primer 2 (rot) kombiniert 
wurde.  
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Kolonie-PCR 
Die nach Ligation (Abschnitt 4.3.11) und Transformation (Abschnitt 4.2.2) erhaltenen 
Bakterienkolonien wurden über eine Kolonie-PCR auf die Präsenz von Plasmiden mit 
gesuchtem Insert getestet. Ausgewählte Kolonien wurden nach Ausstrich auf einer 
ampicillinhaltigen Sicherheitsplatte in den vorgelegten PCR-Ansatz gegeben (Tabelle 13). 
Durch Verlängerung der Anfangsdenaturierungszeit auf 10 min, wurden die Bakterienzellen 
lysiert, so dass die DNA zugänglich wurde. Der weitere Verlauf der PCR war analog zu den in 
Tabelle 7 beschriebenen Bedingungen.  
 
Tabelle 13: Ansatz für eine Kolonie-PCR mit Taq-DNA-Polymerase 
Komponenten Volumen [µL] Qarta Bio 
10 × Polymerasepuffer  2 
10 × Enhancer 0-2  
25 mM MgCl2 1,2 
dNTPs (10 mM je dNTP; Fermentas, R0181) 0,4 
DNA-Polymerase Qarta Bio (5 U/µL; QT-1000) 0,2 
Primer (je 10 µM) 0,4 - 1,2 
Template 0,4 
ddH2O auf 20 
 
 
PCR zur Einführung von spezifischen Sequenzen 
Dieses Verfahren wurde zur Flankierung von DNA-Fragmenten mit Restriktionsschnittstellen 
und zur Konstruktion eines Fusionsproteins mit C-terminalem c-Myc-Tag genutzt (Abschnitt 
4.3.12).  
Zur Sicherung der isolierten Serpinsequenzen aus Chiloscyllium punctatum oder zur 
Konstruktion von Fusionsproteinen mit N-terminalem Hämagglutinin-Tag wurden die DNA-
Fragmente während der Amplifikation mit gewünschten Restriktionsschnittstellen versehen. 
Über die Primer konnten die entsprechenden Schnittstellensequenzen an die DNA-
Fragmente angebracht werden. Neben der Sequenz, die komplementär zu der Zielsequenz 
war, besaßen diese Primer am 5‘-Ende eine Schnittstellensequenz sowie weitere sechs 
Nukleotide nach Wahl. Wurde das PCR-Produkt ohne Subklonierung direkt zur Restriktion 
eingesetzt, waren die zusätzlichen sechs Nukleotide für die Erkennung durch die 
Restriktionsenzyme notwendig. Nach Verwendung des Standard-PCR-Ansatzes (Tabelle 8) 
und des Standard-PCR-Programms (Tabelle 7) für die Pfu-DNA-Polymerase oder das Taq-Pfu-
DNA-Polymerase-Gemisch wurde eine mit Restriktionsschnittstellen flankierte, spezifische 
DNA-Sequenz erhalten. Diese konnte direkt zur Restriktion (Abschnitt 4.3.10) mit 
anschließender Gelextraktion (Abschnitt 4.3.8) und Ligation (Abschnitt 4.3.11) eingesetzt 
oder in den pJet1.2/blunt-Vektor (Abschnitt 4.3.11; Abschnitt 8.3; Fermentas, 2012) kloniert 
und im Anschluss geschnitten, extrahiert und ligiert werden.  
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Die Einführung eines C-terminalen c-Myc-Tags wurde unter gleichen Bedingungen mit einem 
reversen-Primer, an dessen 5‘-Ende ein Teil der c-Myc-Tag-Sequenz angebracht ist, 
durchgeführt (Abschnitt 8.5.2). Nach erfolgter PCR wurde das Amplifikat 1:10 verdünnt für 
eine weitere PCR eingesetzt, um die c-Myc-Tag-Sequenz zu vervollständigen (Abschnitt 
4.3.12).  
 
 
Long-Range-PCR 
Die Long-Range-PCR ist eine speziell auf die Amplifikation langer DNA-Bereiche, von bis zu     
40 kb, angepasste PCR-Methode. Die wichtigsten Parameter dabei sind die thermostabile 
DNA-Polymerase und der Puffer. Die limitierenden Faktoren bei der Amplifikation großer 
DNA-Bereiche sind häufig die Stabilität der DNA-Polymerase und die Stabilität der Template-
DNA. Ebenso beeinflusst die Art der DNA-Polymerase (beispielsweise ohne 3‘ → 5‘-
Korrekturlesefunktion) die Amplifikation großer DNA-Bereiche, da Fehlpaarungen zum 
Amplifikationsabbruch führen können (Cheng et al., 1994). Eine Kombination aus einer DNA-
Polymerase ohne Exonukleaseaktivität mit einer DNA-Polymerase mit einer solchen ist für 
Amplifikationen über 10 kb sinnvoll. Durch die Exonukleaseaktivität unterstützt die eine 
DNA-Polymerase die DNA-Polymerase ohne Exonukleaseaktivität bei der vollständigen 
Strangsynthese (Cheng et al., 1994). Außerdem kann die Anpassung von Reagenzien und 
Puffer im PCR-Ansatz die Thermostabilität der DNA-Polymerase erhöhen. Dazu zählen 
Glycerin oder DMSO.  
Das Long-Range-Kit von Qiagen kombiniert die optimalen Parameter für die Amplifikation 
von ca. 20 kb großen DNA-Fragmenten mit genomischer DNA als Template und bis zu 40 kb 
großen DNA-Fragmenten mit Plasmid-DNA als Template (Qiagen, 2010). Dabei liegt ein 
spezielles DNA-Polymerasegemisch vor in dem DNA-Polymerasen mit 5‘ → 3‘ sowie 3‘ → 5‘ 
Exonukleaseaktivität enthalten sind. In Kombination mit einem speziellen Puffer, der unter 
anderem über lange Zeit bei hohen Temperaturen einen konstanten pH-Wert garantiert, 
erreicht dieses System eine erhöhte Prozessivität (Qiagen, 2010). Die Durchführung erfolgte 
nach Herstellerangaben unter Einsatz von 500 ng genomischer DNA (PCR-Ansatzvolumen:    
50 µL; Tabellen 14 und 15). Die Annealing-Temperatur wurde 5 °C unter der 
Schmelztemperatur der verwendeten Primer angesetzt. Die Denaturierungszeit und die 
Elongationszeit sind wie bei allen PCR-Methoden entsprechend anzupassen, wobei die 
Erniedrigung der Denaturierungstemperatur und die Verlängerung der Elongationszeit eine 
Steigerung der Prozessivität zur Folge haben (Qiagen, 2010).  
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Tabelle 14: Long-Range-PCR-Ansatz 
Komponenten Volumen [µL]  
10 × Long Range Puffer mit Mg
2+
  5 
dNTPs, 10 mM je dNTP 2,5 
Long Range DNA-Polymerase-Mix 0,4 
Primer je 10 µM 1,2 
Template 500 ng 
optional: 10 × Q-Solution 10  
ddH2O auf 50 
 
Tabelle 15: Long-Range-PCR-Programm 
Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [sec] 
Anfangsdenaturierung 1 × 93 180 
Denaturierung  
10 × 
93 
TA 
68 
15 
30 
1kb/min  
Annealing 
Elongation 
Denaturierung  
28 × 
93 
TA 
68 
15 
30 
1kb/min + 20 sec pro Zyklus  
Annealing 
Elongation 
Lagerung 1 × 8 bzw. -20 ∞ 
 
 
4.3.6 Primer Design 
Primer wurden mit Hilfe der Online-Programme OligoAnalyzer und Oligo Analysis Tool 
entworfen (Abschnitt 4.7). Der GC-Gehalt sollte zwischen 40 % und 60 % und die 
Schmelztemperatur zwischen 60 °C und 75 °C liegen. Die Primersequenzen wurden so 
gewählt, dass sie möglichst keine Sekundärstrukturen bildeten und die 
Schmelztemperaturen beider Primer möglichst ähnlich waren (Dieffenbach et al., 1993). 
Degenerierte Primer wurden auf Basis von Aminosäuresequenzen eines Satzes von Serpinen 
erstellt (Abschnitt 4.3.7). Da der genetische Kode degeneriert ist, werden viele Aminosäuren 
von mehreren Kodons kodiert (Tabelle 16). Die Primer wurden so gestaltet, dass ihre 
mittlere Schmelztemperatur bei 60 °C oder höher lag und der Degenerierungsgrad möglichst 
gering war. War die Schmelztemperatur des Primers zu niedrig, wurde am 5‘-Ende eine 
willkürliche GC-reiche Nukleotidsequenz angefügt. So konnte die Bindung der Primer 
während der PCR verbessert werden (Mack und Sninsky, 1988). Um die Spezifität des 
degenerierten Primers zu erhöhen und eine bessere DNA-Elongation zu ermöglichen, wurde 
auf eine degenerierte Base am 3`-Ende verzichtet (Abbildung 12; Ugozzioli und Wallace, 
1991). Zur Reduzierung des Degenerierungsgrads kann eine Datenbank zur Kodonnutzung 
(Codon Usage) verwendet werden (Kwok et al., 1994). Diese gibt an, welches der Kodons am 
häufigsten zur Kodierung der jeweiligen Aminosäure verwendet wird. Für Knorpelfische und 
Schleimaale ist die jeweilige Kodonnutzung nicht gut abgedeckt, so dass die Primer nur auf 
Basis von Aminosäuresequenzen anderer Knorpelfische, Knochenfische, Amphibien, 
Reptilien, Vögel und Säugetiere erstellt wurden (Abschnitt 4.3.7).  
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Tabelle 16: Anzahl der Kodons der jeweiligen Aminosäure in Vertebraten (nach Kwok et al., 1994) 
Anzahl der Kodons Aminosäuren 
1 Methionin, Tryptophan 
2 Phenylalanin, Tyrosin, Histidin, Glutamin, Asparagin, Lysin, Aspartat, Glutamat, Cystein 
3 Isoleucin 
4 Valin, Prolin, Threonin, Alanin, Glycin 
6 Leucin, Serin, Arginin 
 
 
 
 
Abbildung 12: Erstellen von degenerierten Primern auf Basis konservierter Sequenzbereiche von Serpinen 
Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt, die zugehörigen Zugangsnummern für die GenBank®- 
Datenbank sind in Klammern angegeben. Die Aminosäuresequenzen wurden in Nukleotidsequenzen übersetzt 
und daraus ein Primer erstellt, welcher möglichst viele Sequenzen abdeckt, aber wenige degenerierte 
Positionen aufweist. Am 3‘-Ende des Primers sollte sich keine degenerierte Base befinden, um die Spezifität 
und Elongation nicht zu beeinflussen. 
 
 
4.3.7 Design von Primern für die Amplifikation von Serpin-cDNA-Sequenzen 
Suchprimer mit konservierten Sequenzmotiven 
Mit Hilfe eines multiplen Alignment von Serpinen aus unterschiedlichen Organismen 
konnten Motive identifiziert werden, die für Serpine typisch sind und zur Erstellung von 
degenerierten Serpin-Suchprimern dienten (Bentele et al., 2006; Olaf Krüger, 
unveröffentlichte Daten; Abschnitt 8.5.1). Der Vorteil der Serpin-Suchprimer liegt in der 
gleichzeitigen Suche von verschiedenen Serpinen in einem Organismus. Der Nachteil dieser 
Primer ist zum einen, dass sie nicht alle Serpine abdeckten und zum anderen, dass 
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beispielsweise schwach exprimierte Serpine nicht ausreichend amplifiziert werden 
(Abbildung 13).  
 
T_scylliumA8 (BAH10143)       -STNLVLASYIHFTGKWQSR 251 ... VIFEVLEDEEKPTSADVPFS 403 
D_rerioA8 (AAH95585)          -KTDLLFASSVHFKGNWKTA 261 ... VVFEMTEGRSEVQNR--T-D 417 
H_sapiensF2 (AAH31592)        -DTVLLLLNAIHFQGFWRNK 244 ... STLELSEVGVEAAAATSIAM 401 
X_tropicalisF2 (XP_002937193) -DVLLILLNAMHFKGVWKNT 394 ... SSLELNEEGVEASAVTAVIT 551 
D_rerioF2 (XP_688797)         -NVVLMLINAIHFKGEWQSR 200 ... SNMELSEEGAEASAATSFTL 357 
L_fluviatilisV4 (CAX18778)    -NLRMLLLSAIYFKGKWEQQ 203 ... ATMDLTEEGAEAAAVTGVFL 363 
D_rerioF1 (NP_001004539)      -NTALLPVGSAYFKGKWITR 210 ... VVLETAPEGAEYASTTPSAT 368 
X_laevisF1 (NP_001085983)     -GVSILLLGTSYLKGQWAYK 210 ... ATLELNEDGAETAPKAEASS 369 
D_rerioA1 (AAH75902)          -DTVMMLINYMYFRGKWEKP 239 ... AVMSVDEKGTEAAAITTIEI 397 
H_sapiensA1 (NP_001121179)    -DTVFALVNYIFFKGKWERP 221 ... AVLTIDEKGTEAAGAMFLEA 379 
D_rerioE2 (AAI63961)          ALTRLVAVNSIFFKGLWKSR 195 ... AKIEVNEDGTKASATTSVIL 359 
H_sapiensE2 (AAH42628)        VLTRLVLVNAVYFKGLWKSR 196 ... AKIEVSEDGTKASAATTAIL 361 
D_rerioH1 (NP_571279)         -TDGAMIVNAMFFKPHWDEK 199 ... SSLEWDTEGNPFDPSIFGSE 360 
H_sapiensH1 (NP_001193943)    -TDGALLVNAMFFKPHWDEK 213 ... TAFELDTDGNPFDQDIYGRE 374 
D_rerioD1 (AAH99986)          -NMAVMLLNYLYFKGTWEQK 310 ... GSITVNEEGTEAAAMTHIGF 468 
H_sapiensD1 (CAG30459)        -ATQMMILNCIYFKGSWVNK 330 ... GTITVNEEGTQATTVTTVGF 488 
P_marinusA8 (ADL63122)        -ATSLMIVNVIYFKGSWANK 280 ... SVLHVNEEGTEAKAETVVGI 441 
C_miliiI1 (AFM91007)          -LSRLVLVNAIYFKGSWKSQ 194 ... SYLEVNEEGSEAAGVSGMII 360 
D_rerioI1 (NP_001122164)      -STMIMLVNAVYFRGSWKNQ 195 ... AYLEVTEEGAEGAAGSGMIA 365 
H_sapiensI1 (CAB03626)        -ATYLALINAVYFKGNWKSQ 193 ... SFLEVNEEGSEAAAVSGMIA 359 
D_rerioC1 (NP_878283)         -NTILVLVNAIYFKGQWKNK 243 ... AFLEVNEEGSEASAATAVVA 407 
H_sapiensC1 (NP_000479)       -LTVLVLVNTIYFKGLWKSK 260 ... AFLEVNEEGSEAAASTAVVI 422 
B_floridae (EEN56153)         -LTRLVLVNAVYFKGTWQTQ 173 ... AFVEVNEEGSEAAAATAVVM 337 
B_floridae (EEN56152)         -LTRLVLVNALYFKAKWDNE 148 ... AFVEVNEKGSEAAAATGVVI 309 
D_rerioB1 (AAI65869)          -MTRLALVNAIYFKGNWLQR 174 ... AFVDVNEEGTEAAAATAAIV 342 
H_sapiensB1 (NP_109591)       -MTKLVLVNAIYFKGNWKDK 174 ... SFVEVNEEGTEAAAATAGIA 341 
 
Abbildung 13: Alignment von Serpinen für Serpin-Suchprimer 
Das Alignment wurde durch Clustal Omega erstellt. Die Aminosäuren, die durch die forward Primer-Motive 
(VLVNAVYFKG, VLVNAIYFKG, VLVNAIHFKG, VLVNAIFFKG) und reverse Primer-Motive (NEEGTEAAA, DEDGTEAA, 
DEEGTEAA) abgedeckt sind, sind schwarz-weiß invertiert dargestellt. Die jeweilige Serpinbezeichnung ist dem 
Namen angefügt. Serpine ohne Bezeichnung sind bisher nicht in das Klassifikationssystem eingeordnet. Die 
zugehörigen Zugangsnummern für die GenBank®-Datenbank sind in Klammern angegeben.  
 
 
Primer mit individuellen Sequenzmotiven 
Um Serpine, die nicht durch die Serpin-Suchprimer abgedeckt waren, zu erfassen, wurden 
individuelle degenerierte Serpin-Suchprimer entworfen. Für das Design individueller Primer 
wurde nach ESTs (Expressed Sequence Tags) für Serpine aus Knorpelfischen gesucht. Dazu 
wurde das Online-Programm BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) des NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) verwendet (Abschnitt 4.7). Das Programm vergleicht 
die eingegebene Sequenz mit bekannten Sequenzen aus Protein- oder 
Nukleotiddatenbanken. Es findet kurze, übereinstimmende Bereiche, von denen aus ein 
Alignment erstellt wird (McGinnis und Madden, 2004). Das Ergebnis wird als Alignment und 
als statistische Information als expect-Value (e-Value) ausgegeben. Je näher dieser Wert an 
Null ist, desto signifikanter ist der jeweilige Treffer. Je nach Art der Sequenz (Aminosäure 
oder Nukleotid) und nach verwendeter Datenbank, die durchsucht wird, stehen 
verschiedene Suchformen zur Verfügung (McGinnis und Madden, 2004). Die Suchformen 
unterscheiden sich in ihrer Eingabesequenz (Nukleotidsequenz oder Aminosäuresequenz) 
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und in der Art der Datenbank (Nukleotiddatenbank oder Aminosäuredatenbank; Abschnitt 
4.7). 
Für die Suche nach Teilsequenzen von Serpinen aus Knorpelfischen wurde das Programm 
tblastn gewählt. Dabei wird die Aminosäuresequenz eines Serpins beispielsweise des 
Zebrabärblings (Danio rerio) als Eingabesequenz verwendet. Die Sequenz, die zuvor in alle 
sechs Leserahmen übersetzt wurde, wird dann mit Sequenzen aus der Nukleotiddatenbank 
verglichen (McGinnis und Madden, 2004). Die Suche wurde eingegrenzt, indem nur in der 
EST- oder WGS-Datenbank und in den Organismen sharks and rays gesucht wurde, so dass 
lediglich Treffer aus Knorpelfischen ausgegeben wurden. Durch ein Alignment mit 
Sequenzen aus Knochenfischen, Amphibien, Reptilien, Vögel und Säugetiere konnten 
konservierte Bereiche vermerkt werden. Diese dienten als Grundlage zur Erstellung 
individueller degenerierter Primer, wobei diese nach Möglichkeit Sequenzmotive aus 
Knochenfischen, Knorpelfischen oder Amphibien abdeckten (Abschnitt 4.3.7).    
 
 
4.3.8 Agarosegelelektrophorese und photometrische Bestimmung von 
Nukleinsäuren 
Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA- oder RNA-Molekülen nach 
ihrer Größe. Die Nukleinsäuren wurden in Gelen mit 0,8 % bis 2,5 % Agarose gelöst in              
1 × TAE-Puffer aufgetrennt (Tabelle 17). Für Agarosegele, aus denen DNA isoliert werden 
sollte, wurde die High-Quality-Agarose von Sigma-Aldrich verwendet (Tabelle 17). Für alle 
anderen Agarosegele wurde die basic-Agarose von AppliChem genutzt. Die Gellösung wurde 
in einer Mikrowelle aufgekocht und in die Gelkammern gegossen. Nach Erhärten wurde der 
Kamm gezogen und das Gel mit 1 × TAE-Puffer überschichtet. Vor dem Beladen wurden die 
Proben mit 10 × Probenpuffer gemischt. Die Gelelektrophorese wurde bei konstanter 
Spannung (140 Volt) durchgeführt. Das Gel wurde in einer Ethidiumbromidlösung (0,5 %) 
gefärbt, gewässert und im UV-Licht ausgewertet. Zur Aufreinigung der DNA-Fragmente 
wurde das GeneJetTM Gel Extraction Kit von Fermentas verwendet und nach dem Protokoll 
für Sequenzierproben vorgegangen, mit dem Unterschied, dass die Elution mit ddH2O 
erfolgte (Abschnitt 8.2.2; Fermentas, 2011).  
Zur Elektrophorese von RNA-Molekülen wurden spezielle Probenpuffer und Gelpuffer 
verwendet. Basic-Agarose wurde in 1 × 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS)-Puffer 
gelöst und nach Aufkochen Formaldehyd hinzugegeben (Tabelle 17). Der Probenpuffer 
bestand aus MOPS-Puffer, Formaldehyd und Formamid. Nach 2 h bei 80 Volt wurde das Gel 
in einem Ethidiumbromidbad (0,5 %) gefärbt und nach Wässern auf dem UV-
Transilluminator analysiert. 
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Die Konzentration von isolierten DNA-Fragmenten, RNA-Molekülen oder Plasmiden 
(Abschnitt 4.3.9) wurde mit einem Nanophotometer der Firma Implen bestimmt. Über das 
Lambert-Beer-Gesetz kann die Konzentration eines Stoffes in der Lösung errechnet werden.  
 
A = ε ⋅ c ⋅ d 
 
A: Absorption 
ε: molarer Extinktionskoeffizient [L/mol ⋅ cm] 
c: Konzentration [mol/L] 
d: Schichtdicke [cm] 
 
Nukleinsäuren haben ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm. Bei einer Distanz von 1 cm, die 
das Licht passiert, ergibt sich für doppelsträngige DNA bei einer Absorption von eins eine 
Konzentration von 50 ng/µL. Für RNA entspricht eine Absorption von eins einer 
Konzentration von 40 ng/µL und für einzelsträngige DNA einer Konzentration von 33 ng/µL.  
Die Reinheit der DNA-Probe oder RNA-Probe kann über den Quotienten der Absorptionen 
bei 260 nm und 280 nm abgeschätzt werden. Bei 280 nm haben aromatische Aminosäuren 
ihr Absorptionsmaximum, so dass sich über das Verhältnis von 260 nm zu 280 nm eine 
Aussage über die Verunreinigung mit Proteinen treffen lässt. Für DNA sollte der Quotient 
zwischen 1,8 und 2,0 und für RNA über 2,0 liegen (Green und Sambrook, 2012).  
 
Tabelle 17: Puffer für die Agarosegelelektrophorese  
Puffer Zusammensetzung 
1 × TAE-Puffer (DNA) 40 mM Tris-HCl 
1 mM EDTA 
20 mM Essigsäure 
10 × DNA-Ladepuffer 50 % (v/v) Glycerin 
0,1 % (w/v) SDS 
0,1 % (w/v) Bromphenolblau 
0,1 M EDTA 
in 10 × TAE-Puffer 
Agarose basic 
(AppliChem, CA48) 
0,8-2,5 % (w/v) Agarose in 1 × TAE 
(je nach Fragmentgröße kann die Konzentration der Agarose variieren) 
High-Quality-Agarose 
(Sigma-Aldrich, A6877) 
0,8-2,5 % (w/v) Agarose in 1 × TAE 
(je nach Fragmentgröße kann die Konzentration der Agarose variieren) 
1 × MOPS-Puffer (RNA) 10 mM MOPS, pH 7,0 
4 mM Natriumacetat 
0,5 mM EDTA 
10 × RNA-Ladepuffer 150 µL 10 × MOPS 
190 µL Formaldehyd 
660 µL Formamid 
RNA-Gel 1,5 % (w/v) Agarose basic in 1 × MOPS 
3,5 % (v/v) 37 % Formaldehyd 
DNA-Größen-Standards 1 kb Ladder (Fermentas, SM0311) 
100 bp Ladder (Fermentas, SM0541) 
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4.3.9 Plasmidisolierung 
Die Plasmide wurden mit dem GeneJetTM Plasmid Miniprep Kit von Fermentas isoliert 
(Abschnitt 8.2.2; Fermentas, 2011). Das Kit basiert auf der Isolierung durch alkalische Lyse 
der Bakterien (Birnboim und Doly, 1979). In einem pH-Bereich zwischen 12 und 12,5 kommt 
es zur Denaturierung von linearer und chromosomaler DNA, wobei die ccc-Form der 
Plasmide intakt bleibt. Durch zusätzliche Verwendung von SDS werden Proteine denaturiert. 
Die Neutralisierung der Lösung lässt die chromosomale und lineare DNA teilweise 
renaturieren, wodurch sie unlösliche Aggregate bilden. Durch Neutralisieren fallen die 
Protein-SDS-Komplexe und hochmolekulare RNA aus. So können die ungewünschten 
Bestandteile durch Zentrifugation entfernt werden (Birnboim und Doly, 1979).  
Die Bakterienkolonien wurden über Nacht in 4 mL LB-Medium mit Ampicillin bei 37 °C 
angezogen und danach pelletiert (Tabelle 4). Nach der alkalischen Lyse und Neutralisierung 
(nach Herstellerangaben; Fermentas, 2011) befinden sich die Plasmide in Lösung und 
konnten an eine Silicamembran gebunden werden. Nach mehrmaligem Waschen wurden die 
Plasmide mit ddH2O eluiert. 
 
 
4.3.10 Restriktionsspaltung 
Die Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen wurde mit Enzymen der Firma Fermentas 
(Tabelle 18) durchgeführt. Dabei wurden Restriktionsenzyme und Puffer nach 
Herstellerangaben eingesetzt (Abschnitt 8.2.1). Für analytische Zwecke wurde 1 h bis 2 h 
gespalten, wohingegen für die Klonierungen 12 h bis 16 h, bei jeweils 37 °C, gespalten 
wurde.  
 
Tabelle 18: Restriktionsenzyme 
Restriktionsenzym Hersteller (Bestellnummer) Spaltsequenz 
BamHI Fermentas (ER0051) G↓GATCC 
CCTAG↑G 
KpnI Fermentas (ER0521) G↓GTACC 
CCATG↑G 
RsaI Fermentas (ER1121) GT↓AC 
CA↑TG 
XbaI Fermentas (ER0681) T↓CTAGA 
AGATC↑T 
XhoI Fermentas (ER0691) C↓TCGAG 
GAGCT↑C 
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4.3.11 Klonierung und Ligation 
CloneJet PCR Cloning Kit 
Zur Sicherung wurden DNA-Fragmente in den pJet1.2/blunt-Vektor von Fermentas ligiert 
(Tabelle 19; Anhang 8.2.2). Die Fragmente werden über blunt-Ends nach Herstellerangaben 
in den Vektor kloniert, wodurch der offene Leserahmen eines lethalen Restriktionsenzyms 
(eco47IR) zerstört wird (Abbildung 14; Fermentas, 2012). Nach Transformation (Abschnitt 
4.2.2) können auf ampicillinhaltigen Agarplatten nur Kolonien wachsen, die den 
pJet1.2/blunt-Vektor mit einem Insert tragen. Die Analyse der Kolonien erfolgte über eine 
Kolonie-PCR (Abschnitt 4.3.5) oder eine Kontrollspaltung (Abschnitt 4.3.10). 
 
                 
Abbildung 14: pJet1.2/blunt-Kloniervektor 
An der Klonierstelle (gelb) wird das DNA-Fragment über blunt-Ends ligiert. Durch die Klonierung wird das 
lethale Gen eco47IR (grün) zerstört, so dass bei Plasmiden ohne eingebrachtes DNA-Fragment ein Wachstum 
der Bakterien nicht möglich ist (Fermentas, 2012, modifiziert). 
 
 
Tabelle 19: Klonieransatz, CloneJet PCR Cloning Kit (Fermentas, K1232) 
Komponenten Volumen [µL] 
2 × Reaktionspuffer 5 
DNA-Blunting-Enzyme  0,5 
PCR-Produkt 3:1 bis 5:1 im Verhältnis zum pJet1.2/blunt-Vektor 
ddH2O auf 9 µL auffüllen 
5 min bei 70 °C inkubieren 
Auf Eis abkühlen 
pJet1.2/blunt (50 ng/µL) 0,5  
T4-DNA-Ligase (5 U/µL) 0,5 
1 h bei 22 °C, danach Transformation 
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TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing 
Alternativ zum CloneJet PCR Cloning Kit von Fermentas wurde zur Sicherung von DNA-
Fragmenten das TOPO® TA Cloning® Kit für Sequenzierungen der Firma Invitrogen 
verwendet. Im Gegensatz zu dem Kit der Firma Fermentas wird das DNA-Fragment nicht 
über blunt-Ends, sondern über eine TA-Basenpaarung und eine kovalent an den T-Überhang 
des Vektors gebundene Topoisomerase I (Vaccinia Virus) in den Vektor eingebracht 
(Invitrogen, 2012). Für PCR-Produkte die durch DNA-Polymerasen mit Korrekturlesefunktion 
gewonnen wurden, war das nachträgliche Anhängen von A-Überhängen an die 3‘-Enden 
notwendig (Tabelle 20). Die Klonierung und das Anhängen der A-Überhänge erfolgten nach 
Herstellerangaben mit der Verlängerung der Inkubation bei 22 °C auf 1 h (Tabelle 20). Im 
Anschluss folgten die Transformation (Abschnitt 4.2.2) und Analyse der Bakterienkolonien 
(Abschnitt 4.3.5 und Abschnitt 4.3.10).  
 
Tabelle 20: Anhängen der 3‘-A-Überhänge und TOPO® TA Klonierung 
Anhängen der 3‘-A-Überhänge  
Komponenten Volumen [µL] 
PCR-Produkt durch DNA-Polymerase mit 
Korrekturlesefunktion 
1 bis 7,9  
10 × Polymerasepuffer 1 
dATP (100 mM) 0,1 
Taq-DNA-Polymerase 1 
ddH2O auf 10 µL auffüllen 
15 min bei 72 °C, danach auf Eis und sofort für die TOPO® TA Klonierung einsetzen 
TOPO® TA Klonierung  
Komponenten Volumen [µL] 
PCR-Produkt mit A-Überhängen 3:1 bis 5:1 im Verhältnis zum pCR
TM
4-TOPO®-Vektor 
Salz-Lösung 1 
pCR
TM
4-TOPO®-Vektor 1 
ddH2O auf 6 µL auffüllen 
1 h bei 22 °C, danach Transformation 
 
 
T4-DNA-Ligase 
Zur Erstellung von Expressionsvektoren (Abschnitt 4.3.12) wurden die DNA-Fragmente mit 
geeigneten Schnittstellen für Restriktionsenzyme versehen (Abschnitt 4.3.5) und über sticky-
Ends in der richtigen Orientierung und im offenen Leserahmen mit Hilfe der T4-DNA-Ligase  
ligiert (NEB, 2012). Das eingesetzte Verhältnis von Vektor zu Insert wurde von 1:3 bis 1:5 
variiert. Die Ligationsansätze (Tabelle 21) wurden 2 h bis 4 h bei 22 °C oder 16 h bei 16 °C 
inkubiert und anschließend in TOP10-Zellen transformiert (Abschnitt 4.2.2). Zur Analyse der 
Kolonien wurde eine Kolonie-PCR (Abschnitt 4.3.5) oder eine Kontrollspaltung (Abschnitt 
4.3.10) durchgeführt.  
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Tabelle 21: Ligationsansatz, T4-DNA-Ligase (NEB, M0202S) 
Komponenten Volumen [µL]  
10 × Ligasepuffer  1 
T4-DNA-Ligase, 400000 U/mL (NEB, M0202S) 0,5 
Vektor Im Verhältnis  
1:3 bis 1:5 Insert 
ddH2O auf 10 
 
 
4.3.12 Expressionsvektoren 
Als Ausgangsvektor für die Expressionsvektoren wurde das Plasmid pcDNATM3.1+  verwendet 
(Abschnitt 8.3; Invitrogen, 2010, V790-20). Zum einfachen Nachweis für das Zielprotein 
diente ein Hämagglutinin-Tag (Aminosäuresequenz: YPYDVPDYA), vor welchem die 
Signalsequenz der Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) geschaltet war (Abbildung 15). Dies 
ermöglicht die Ausschleusung des Zielproteins aus der Zelle und den Nachweis im Western-
Blot (Abschnitt 4.5.2). Das jeweilige Gen wurde ohne eigene Sequenz für ein Signalpeptid 
über geeignete Schnittstellen hinter den Hämagglutinin-Tag unter Erhalt des offenen 
Leserahmens kloniert (Abschnitt 4.3.11). 
 
A 
 
                                   B 
 
 
Abbildung 15: Aufbau der Fusionsproteine und Ausgangsvektor zur Herstellung von Expressionsvektoren mit 
N-terminalem Hämagglutinin-Tag 
(A) Die serpineigene Signalsequenz wurde durch die Signalsequenz der Protein-Disulfid-Isomerase (grün) und 
dem Hämagglutinin-Tag (gelb) ersetzt. Als Klonierstelle diente die Spaltstelle für KpnI (grau), so dass die 
Serpine ohne eigne Signalsequenz unter Erhalt des Leserahmens kloniert werden konnten (blau). (B) Als 
Ausgangsvektor diente das Plasmid pcDNA
TM
3.1+ von Invitrogen. In dessen multiple cloning site wurden die 
Signalsequenz des humanen PDI (grün) und der Hämagglutinin-Tag (gelb) eingeführt. Über KpnI und einer 
weiteren Schnittstelle aus der multiplen cloning site wurde der Vektor geöffnet, so dass ein Insert hinter den 
Hämagglutinin-Tag kloniert werden konnte. 
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Ausgehend von diesen Konstrukten wurde an den C-Terminus der isolierten Sequenz von 
Serpin V2_2 aus Chiloscyllium punctatum mittels PCR ein c-Myc-Tag (Aminosäuresequenz: 
EQKLISEEDL) angebracht (Abbildung 16; Abschnitt 4.3.5). Dieses Konstrukt diente zum 
weiteren Nachweis, eignete sich jedoch nicht für Komplexierungstests.  
 
  
 
Abbildung 16: Aufbau eines Fusionsproteins mit zusätzlichem c-Myc-Tag am C-Terminus 
Aufbau gleicht dem aus Abbildung 15, mit zusätzlichem c-Myc-Tag innerhalb des offenen Leserahmens am       
C-Terminus (lila).  
 
 
Zur Sicherung der vollständigen cDNAs der Serpine mit eigenen Signalsequenzen wurden die 
jeweiligen DNA-Fragmente über geeignete Schnittstellen in die multiple cloning site des 
pcDNATM3.1+ Vektors kloniert (Abschnitt 4.3.11). Die isolierten Serpine aus Chiloscyllium 
punctatum (CpSpn) wurden zunächst in die Gruppen V1 bis V6 eingeteilt und entsprechend 
mit der Gruppe und einer fortlaufenden arabischen Ziffer benannt (Abschnitte 2.1.2 und 
5.1.2; Ragg et al., 2001). Tabelle 22 gibt eine Übersicht über die hergestellten oder 
verwendeten Plasmide mit den zugehörigen internen Plasmidnummern. 
 
Tabelle 22: Verwendete Expressionsplasmide 
Plasmid-
nummer 
Vektor Insert Hersteller 
p74 pcDNA
TM
3.1+  - Invitrogen 
p288 pcDNA
TM
3.1+  PDI-Signalsequenz, Hämagglutinin-Tag, Angiotensinogen 
Lampetra fluviatilis (ohne eigene Signalsequenz) 
Yunjie Wang 
p329 pcDNA
TM
3.1+  CpSpnV2_1 Chiloscyllium punctatum Tanja Kutzner 
p330 pcDNA
TM
3.1+  CpSpnV5_1 Chiloscyllium punctatum Katharina Köster 
p336 pcDNA
TM
3.1+  PDI-Signalsequenz, Hämagglutinin-Tag, CpSpnV2_1 (ohne 
eigene Signalsequenz) 
Tanja Kutzner 
p350 pcDNA
TM
3.1+  CpSpnV2_2  Tanja Kutzner 
p351 pcDNA
TM
3.1+  CpSpnV4_1  Tanja Kutzner 
p353 pcDNA
TM
3.1+  CpSpnV1_1  Tanja Kutzner 
p364 pcDNA
TM
3.1+  CpSpnV3_1  Tanja Kutzner 
p371 pcDNA
TM
3.1+  CpSpnV1_2  Tanja Kutzner 
p375 pcDNA
TM
3.1+  CpSpnV6_1  Tanja Kutzner 
p389 pcDNA
TM
3.1+  CpSpnV2_3  Tanja Kutzner 
p391 pcDNA
TM
3.1+  CpSpnV3_2 Tanja Kutzner 
p396 pcDNA
TM
3.1+  PDI-Signalsequenz, Hämagglutinin-Tag, CpSpnV2_2 (ohne 
eigene Signalsequenz) 
Tanja Kutzner 
p401 pcDNA
TM
3.1+  PDI-Signalsequenz, Hämagglutinin-Tag, CpSpnV4_1 (ohne 
eigene Signalsequenz) 
Tanja Kutzner 
p402 pcDNA
TM
3.1+  PDI-Signalsequenz, Hämagglutinin-Tag, CpSpnV3_2 (ohne 
eigne Signalsequenz) 
Tanja Kutzner 
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4.3.13 DNA-Sequenzierung 
Die Plasmide mit klonierten DNA-Sequenzen wurden von der Arbeitsgruppe 
Genomforschung der Universität Bielefeld mit der Kettenabbruch-Methode sequenziert 
(Sanger et al., 1977). Die Proben wurden nach Protokoll vorbereitet. Die 
Sequenzierergebnisse wurden einer FASTA-Datei und einer Phero-Datei gespeichert und zur 
Auswertung genutzt.  
 
 
4.4 Zellkultur 
Die Zellkulturarbeiten wurden in einer Sterilbank unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 
Alle verwendeten Materialien und Lösungen wurden zuvor autoklaviert oder sterilfiltriert. 
 
 
4.4.1 Stammhaltung und Konservierung 
Zur Langzeitlagerung werden COS-7-Zellen bei niedrigen Temperaturen im flüssigen 
Stickstoff aufbewahrt. Zur Zellkultivierung wurde das Medium mit COS-7-Zellen (ca. 1,5 mL) 
schnell erwärmt und in 8 mL DMEM-Flüssigmedium mit 10 % Foetal Bovine Serum (FBS) 
aufgenommen. Nach Zentrifugation (3 min, 800 × g) wurde der Überstand entfernt und die 
Zellen vorsichtig in 10 mL DMEM-Flüssigmedium mit 10 % FBS aufgenommen. Nach 
wiederholter Zentrifugation wurde der Überstand entfernt, die Zellen erneut in 10 mL 
DMEM-Flüssigmedium mit 10 % FBS aufgenommen und in eine 75 cm2-Kulturflasche 
überführt. Nachdem weitere 10 mL DMEM-Flüssigmedium mit 10 % FBS zugegeben wurden, 
wurden die Zellen im Brutschrank bei 37 °C und 6 % CO2 inkubiert. Unter diesen 
Kulturbedingungen bilden die adhärent wachsenden COS-7-Zellen nach wenigen Tagen eine 
geschlossene Zellschicht aus. Für das weitere Wachstum wurden die Zellen verdünnt. Das 
Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen. Durch Trypsinierung 
wurden die Zellen von der Kulturflasche gelöst und in FBS-haltigem Medium aufgenommen 
und in neue Kulturflaschen überführt (Tabelle 23).  
Zur Konservierung der Zellen im Stickstofftank wurden sie mit Trypsin-EDTA von der 
Oberfläche der Kulturschale gelöst und nach Zentrifugation (3 min, 800 × g) in 
Einfriermedium aufgenommen (Tabelle 23). Bevor die Zellen im Stickstofftank gelagert 
wurden, erfolgte eine Lagerung für 2 h bis 4 h bei -20 °C und anschließend für 12 h bei -80°C. 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                MATERIAL UND METHODEN                                                                                                                             
46 
 
Tabelle 23: Medien, Lösungen und Reagenzien zur Kultivierung von COS-7-Zellen (ATTC®, CRL-1751
TM
) 
Zelllinie/Medium Beschreibung 
Dulbecco's Modified Eagle-
Flüssigmedium (DMEM) 
High Glucose with L-Glutamine, with Sodium-Pyruvate  
(PAA, E15-843)  
Fetal Bovine Serum (FBS) PAA (A15-105) 
Trypsin-EDTA PAA (L11-004) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Biozol (ECL-EMR385250) 
Kulturmedium DMEM-Flüssigmedium 
10 % (v/v) FBS 
Einfriermedium DMEM-Flüssigmedium  
20 % (v/v) FBS 
10 % (v/v) DMSO 
Phosphate buffered saline (PBS) 137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
1,8 mM Na2HPO4 
 
 
4.4.2 Expression in COS-7-Zellen 
COS-7-Zellen eignen sich aufgrund der stetigen Expression des großen T-Antigens des SV40 
Virus zur transienten Transfektion (Gluzman et al., 1980; Gluzman, 1981). Werden die Zellen 
mit einem Plasmid mit SV40 Replikationsursprung transfiziert, wird dieses durch die 
Helicase-Aktivität des großen T-Antigens repliziert (Gluzman et al., 1980; Gluzman, 1981). 
Das transfizierte Plasmid liegt in der Zelle in hoher Anzahl von bis zu 100000 Kopien vor 
(Gluzman et al., 1980; Gluzman, 1981). Vektor-kodierte Proteine können daher in großen 
Mengen exprimiert werden. 
Die Transfektion der meisten Fusionskonstrukte erfolgte über das kationische Polymer 
Polyethylenimin (PEI) (Tabelle 24). Durch seine positive Ladung bildet PEI Komplexe mit der 
negativ geladenen DNA. Der entstehende Komplex ist insgesamt positiv geladen und 
wechselwirkt mit der negativ geladenen Zelloberfläche. Die Aufnahme der PEI-DNA-
Komplexe erfolgt über Endozytose (Boussif et al., 1995; Kircheis et al., 2001). Für die 
Transfektionsversuche der beiden Fusionskonstrukte des Serpins CpSpnV2_2 wurden 
außerdem die Transfektionsreagenzien Lipofectamine® 2000 und TurboFectTM getestet. 
TurboFectTM ist eine wässrige kationische Polymerlösung und verwendet das gleiche Prinzip 
wie PEI um die DNA in die Zelle einzuschleusen (Fermentas, 2011). Lipofectamine® 2000 
enthält eine Mischung aus positiv geladenen und neutralen Lipiden (Invitrogen, 2004). Diese 
bilden ein Liposom, welches an der Oberfläche positiv geladen ist. Die negativ geladene DNA 
interagiert mit den Liposomen und kann so über Endozytose in die Zelle aufgenommen 
werden (Felgner et al., 1987; Felgner und Ringold, 1989). 
Vor der Transfektion wurden die Zellen frisch ausgesät. Um am folgenden Tag eine Zelldichte 
von 70 bis 80 % zu erhalten, wurde eine konfluente Kultur 1:2 verdünnt.  
Vor der Transfektion wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mehrfach mit PBS-Puffer 
gewaschen und mit serumfreiem Medium bedeckt. Für die Transfektion einer 10 cm2-
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Kulturschale wurden die Transfektionsansätze der jeweiligen Transfektionsreagenzien 
gemäß Tabelle 25 angesetzt. Nach der jeweiligen Inkubation bei Raumtemperatur (RT) 
wurde der Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben. Leichtes Schwenken der Kultur 
verteilte den Ansatz gleichmäßig. Die Zellen wurden 48 h bis 72 h bei 37 °C und 6 % CO2 
kultiviert. 
  
Tabelle 24: Herstellung Polyethylenimin-Lösung (1 mg/mL) 
Zusammensetzung/Reagenzien 
10 mg Polyethylenimin (Polyscience Inc., 25 kDa, 23966) 
+ 9,6 mL ddH2O 
+ 220 µL 1 M HCl  
vortexen bis Polyethylenimin gelöst ist 
pH 7,0 mit 1 M NaOH einstellen und steril filtrieren 
 
Tabelle 25: Transfektionsansätze für 10 cm
2
-Kulturschalen 
PEI 
(Polyscience Inc.,23966) 
Lipofectamine® 2000 
(Invitrogen, 11668-027) 
TurboFect
TM 
(Fermentas, R0531) 
4 µg Plasmid-DNA 
50 µL serumfreies Medium 
30 µL PEI 
4µg Plasmid-DNA 
200 µL serumfreies Medium 
4 µg Plasmid-DNA 
200 µL serumfreies Medium 
6 µL TurboFect
TM
 10 µL Lipofectamine ® 2000 
200 µL serumfreies Medium 
Inkubation 5 min RT Inkubation 5 min RT Inkubation 20 min RT 
+ 100 µL serumfreies Medium Vermengen beider Ansätze  
Inkubation 20 min RT Inkubation 20 min RT  
Transfektionsansatz auf Zellen geben 
 
 
4.4.3 Ernten von Zellüberständen und Zellextrakten 
Nach der 48- bis 72-stündigen Inkubation der transfizierten COS-7-Zellen wurde der 
Überstand abgenommen und 10 min bei 5000 × g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde aliquotiert und auf Eis bis zur direkten Verwendung oder bei -20 °C aufbewahrt.  
Zur Herstellung der Zellextrakte wurde die Zellschicht mehrfach mit PBS-Puffer gewaschen. 
Die Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Oberfläche gelöst und in PBS-Puffer 
aufgenommen. Nach einer Zentrifugation bei 4 °C für 10 min und 5000 × g wurde der 
Überstand verworfen und das Pellet in gekühltem Lysepuffer resuspendiert (Tabelle 26). Der 
Ansatz wurde 20 min auf Eis gestellt und anschließend 10 min bei 4 °C und 12000 × g 
abzentrifugiert. Der Überstand wurde aliquotiert und zur direkten Verwendung bei 4 °C oder 
zur Langzeitlagerung bei -20 °C gelagert. 
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Tabelle 26: Puffer für Zellüberstände und Zellextrakte 
Puffer Zusammensetzung 
1 × PBS-Puffer 137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
5,4 mM Na2HPO4 
1,8 mM KH2PO4 
pH 7,2 
Lysepuffer 150 mM NaCl 
50 mM Tris-HCl 
2 mM EDTA 
1 % (v/v) Nonidet P-40 
0,1 % (w/v) SDS 
pH 7,2 
Protease Inhibitor Cocktail  nach Herstellerangaben (Roche, 11873580) 
 
 
4.5 Proteinbiochemische Methoden 
 
4.5.1 SDS-PAGE  
SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist ein Verfahren zur 
Trennung von Proteinen nach ihrer molekularen Größe. Dabei werden die Proteine mit SDS 
versetzt. Es binden 1,4 g SDS pro Gramm Protein, weshalb ein konstantes Verhältnis 
zwischen der negativen Ladung und der Masse besteht und die Proteine in einem 
elektrischen Feld zur Anode wandern. Die Anlagerung von SDS an die Proteine wird durch 
Erhitzen auf 95 °C verbessert, da Tertiärstrukturen und Sekundärstrukturen zerstört werden. 
Um zusätzlich Disulfidbrücken aufzutrennen, kann dem Probenpuffer β-Mercaptoethanol 
zugegeben werden (Tabelle 27; Laemmli, 1970).  
Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine diskontinuierliche Gelelektrophorese. Durch die 
Verwendung von Sammelgel und Trenngel wird die Auftrennung der Proteine verbessert. Die 
Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf die SDS-PAGE im Verhältnis 1:5 mit                    
5 × Probenpuffer  gemischt (Tabelle 27). Nach Erhitzen auf 95 °C und Zentrifugieren bei 
12000 × g für jeweils 5 min wurden die Proben auf ein SDS-Gel mit Tris-HCl/Tris-Glycin-
Puffersystem pipettiert. Die Laufzeit betrug ungefähr 90 min bei 25 mA pro Gel. 
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Tabelle 27: Puffer und Lösungen für SDS-PAGE 
Puffer/Lösung Zusammensetzung/Hersteller 
10 % SDS-Trenngel 1,250 mL 40 % Acrylamid/Bis solution, 29:1 
1,250 mL 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
2,425 mL ddH2O 
50 μL 10 % (w/v) SDS 
25 μL 50 % (w/v) Ammoniumpersulfat  
2,5 μL N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 
7,5 % SDS-Trenngel 940 µL 40 % Acrylamid/Bis solution, 29:1 
1,250 mL 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
2,735 mL ddH2O 
50 μL 10 % (w/v) SDS 
25 μL 50 % (w/v) Ammoniumpersulfat 
2,5 μL TEMED 
4 % SDS-Sammelgel 245 µL 40 % Acrylamid/Bis solution, 29:1 
625 µL 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 
1,6 mL ddH2O 
25,0 μL 10 % (w/v) SDS 
12,5 μL 50 % (w/v) Ammoniumpersulfat 
2,5 μL TEMED 
10 × SDS-Laufpuffer 24 mM Tris -HCl 
192 mM Glycin 
0,1 % (w/v) SDS 
5 × SDS-Probenpuffer 125 mM Tris-HCl, pH 6,8 
4 % (w/v) SDS 
20 % (v/v) Glycerin (87 %) 
5 % (v/v) β-Mercaptoethanol 
Spatelspitze Bromphenolblau 
Protein-Größen-Standards HMW-Marker (GE Healthcare, 17-0615-01) 
LMW-Marker (GE Healthcare, 17-0446-01) 
 
 
4.5.2 Western-Blot 
Für den Nachweis spezifischer Proteine werden die aufgetrennten Proteine aus einem SDS-
Gel über Elektroblotting auf eine PVDF-Membran übertragen. Aufgrund der negativen 
Ladung der Proteine können sie durch Anlegen eines elektrischen Feldes zur Anode wandern 
und werden somit auf die Membran übertragen (Towbin et al., 1979; Burnette, 1981). Über 
proteinspezifische Antikörper, die ihrerseits von Horseradish-Peroxidase-gekoppelten 
sekundären Antikörpern gebunden werden, kann das Protein enzymatisch nachgewiesen 
und schließlich auf einem Röntgenfilm detektiert werden. Die Übertragung wurde in einem 
Tank-Blot-System bei 100 Volt für eine Stunde in 1 × Transferpuffer durchgeführt (Tabelle 
28).  
Die Inkubation der Antikörper und Waschschritte wurde mit dem Snap i.d. System der Firma 
Millipore durchgeführt. Dafür wurde die Membran in einen Blothalter eingespannt und 
durch Anlegen eines Vakuums die Blockierlösung (1 %), durchgezogen (Tabelle 28). Der erste 
Antikörper (Anti-Hämagglutinin, 1:1000; Abschnitt 8.2.3) wurde auf die Membran gegeben 
und 15 min inkubiert. Danach wurde wieder das Vakuum angelegt und die Antikörperlösung 
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durch die Membran gezogen. Es folgten drei Waschschritte mit je 30 mL Waschpuffer und 
die Inkubation mit dem zweiten Antikörper (20 min; Anti-Kaninchen IgG HRP-konjugiert, 
1:4000; Tabelle 28; Abschnitt 8.2.3). Nach weiteren drei Waschschritten mit je 30 mL konnte 
die Detektion vorbereitet werden. Dazu wurden die Enhancer-Solution und Substrate-
Solution 1:1 gemischt und gleichmäßig auf der Membran verteilt. Nach einer 3-minütigen 
Inkubation wurde die überschüssige Lösung abgewischt und ein Röntgenfilm zur Detektion 
aufgelegt. Nach 3 min in der Entwicklerlösung wurde der Röntgenfilm kurz gewässert, in die 
Fixierlösung gegeben und anschließend getrocknet (Tabelle 28). Die Membran wurde 2 min 
mit Coomassie-Blau gefärbt und danach mit der Entfärberlösung bis zur gewünschten 
Farbintensität entfärbt (Tabelle 28).  
 
Tabelle 28: Puffer und Lösungen für Western-Blot und Detektion 
Puffer/Lösung Zusammensetzung/Hersteller 
10 × Transferpuffer 960 mM Glycin 
120 mM Tris-Base 
1 × Transferpuffer 700 mL ddH2O 
100 mL 10 × Transferpuffer 
200 mL Methanol technisch 
4 °C 
10 × PBS-Puffer (Phosphate buffered saline) 1,37 M NaCl 
27 mM KCl 
54 mM Na2HPO4 
18 mM KH2PO4 
pH 7,2 
Waschlösung/Antikörperpuffer 1 × PBS-Puffer 
0,1 % (v/v) Tween 20 
Blockierlösung Waschlösung 
1 % (w/v) BSA (bovine serum albumin) (PAA, K51-001) 
Substrate-Solution/Enhancer-Solution iNtRON Biotechnology (16021) 
Entwickler Kodak/Hartenstein (GBXE) 
Fixierer Kodak/Hartenstein (GBXF) 
Coomassie-Blau 1 Tablette PhastGel
TM
 BlueR350 (GE Healthcare, 17-0518-01) 
150 mL ddH2O 
100 mL Isopropanol  
50 mL Essigsäure 
durch einen Faltenfilter filtrieren 
Entfärber 400 mL Isopropanol  
200 mL Essigsäure  
1400 mL ddH2O 
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4.6 Methode zur Serpin-Protease-Interaktion 
Als Nachweis der biologischen Aktivität und Proteasespektren kann die Serpin-Protease-
Interaktion in Komplexierungstests analysiert werden. Da Serpine SDS-stabile Komplexe mit 
ihren Zielproteasen bilden, kann die Analyse über ein SDS-Gel und einen Western-Blot 
erfolgen (Abschnitte 4.5.1 und 4.5.2).  
Für den Test wurden 50 µL Zellüberstand von transfizierten COS-7-Zellen verwendet. Nach 
Zugabe der Zielprotease wurde die Reaktion direkt gestoppt oder der Ansatz 1 min bis           
30 min bei 25 °C oder 37 °C inkubiert (Tabellen 29 und 30). Die Reaktion wurde durch Zugabe 
von 5 × SDS-Probenpuffer (Tabelle 27) und die Inkubation von 5 min bei 95 °C gestoppt. Bei 
Ansätzen mit zugefügtem Kofaktor wurden 50 µL Zellüberstand mit Kofaktor vermischt und   
3 min bei 25 °C vorinkubiert. Danach wurde die Protease zugegeben und die Reaktion direkt 
gestoppt oder 1 min bis 30 min bei 25 °C oder 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde ebenfalls 
mit 5 × SDS-Probenpuffer und 95 °C (5 min) abgestoppt. Die Analyse erfolgte durch 
Auftragen der Proben auf SDS-Gele, anschließendem Elektrotransfer und Detektion mit 
spezifischen Antikörpern (Abschnitte 4.5.1 und 4.5.2).  
 
Tabelle 29: Proteasen 
Protease/Kofaktor Beschreibung/Hersteller Puffer 
Trypsin Bovine Pancreas Type I, Sigma Aldrich (T8003),  
1 mg/mL 
67 mM Na2HPO4 
pH 7,6 
Thrombin Humanes Plasma, Sigma Aldrich (T1063),  
252 NIH Units/mL 
20 mM Tris-HCl 
150 mM NaCl 
0,1 % (w/v) PEG 8000 
Plasmin Humanes Plasma, Sigma Aldrich (P1867),  
1 µg/µL 
ddH2O 
Faktor Xa Human, Enzyme Research Laboratories (HFXa 1011),  
200 Units/mL 
20 mM Bis-Tris 
700 mM NaCl 
pH 6,0 
Heparin Porcine Intestinal Mucosa, Sigma Aldrich (H3393),  
2500 Units/mL 
20 mM Tris -HCl 
150 mM NaCl 
0,1 % (w/v) PEG 8000 
pH 7,4 
Dermatansulfat Porcine Intestinal Mucosa, Sigma Aldrich (C3788),  
20 mg/mL 
20 mM Tris-HCl 
150 mM NaCl 
pH 7,4 
 
Tabelle 30: Komplexierungstests für je 50 µL Zellüberstand 
Protease (Endkonzentration) Menge [µL] Kofaktor (Endkonzentration) Zeit [min] 
Thrombin                
(6 NIH Units/mL) 
0,8 ohne Kofaktor  
0-20 
 
0,8 mit Heparin (50 U/mL) 
0,8 mit Dermatansulfat (1 mg/mL) 
Trypsin (10 µg/mL) 
 
0,4 ohne Kofaktor 
0-30 
0,4 mit Heparin (50 U/mL) 
Plasmin (20 ng/mL) 0,8 ohne Kofaktor 0-30 
Faktor Xa (5 Units/mL) 0,8 ohne Kofaktor 0-20 
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4.7 Software-Programme 
Zur Analyse von Aminosäure- und Nukleotidsequenzen wurden verschiedene Software-
Programme verwendet (Tabelle 31). Zu Datenbankrecherchen wurden die Datenbanken 
GenBank® (NCBI) und ENSEMBL verwendet (Tabelle 32).  
Die Suche nach ESTs und WGS wurden mit dem Online-Programm BLAST (Zugänglich über 
GenBank®) durchgeführt. Dazu wurde häufig der GENSCAN-Web-Server zur Vorhersage der 
Exon-Intron-Positionen von genomischen Sequenzen genutzt. Um aus den erhaltenen cDNA-
Sequenzen die Proteinsequenzen abzuleiten wurde das Programm Molecular Toolkit 
verwendet. Sequenzen wurden mit dem Online-Programm Clustal Omega aligniert, dessen 
Daten häufig zur weiteren Bearbeitung in das Programm GeneDoc geladen wurden. Den 
Alignments wurde immer eine Referenzsequenz beigefügt, wodurch serpinindividuelle 
Sequenzmotive aufgedeckt wurden. Außerdem dienten die Referenzsequenzen zur 
Wurzelung der phylogenetischen Stammbäume. Sequenzübereinstimmungen und 
Sequenzähnlichkeiten von paarweisen Alignments wurden mit dem Programm MatGAT 2.01 
berechnet. Sequenzübereinstimmungen geben in Prozent die identisch besetzten Positionen 
im Alignment an. Die Sequenzähnlichkeit von zwei Sequenzen wird mit Hilfe einer 
Ähnlichkeitsmatrix berechnet. Das Programm MatGAT 2.01 nutzt dafür die 
Substitutionsmatrix BLOSUM 50. SignalP 4.1 ist ein Programm, das die wahrscheinlichste 
Spaltstelle zwischen der N-terminalen Signalsequenz und dem sezernierten Teil des Serpin 
angibt. Phyre2 und Swiss-PDB-Viewer 4.1 sind Programme mit denen die räumliche Struktur 
von unbekannten Proteinen auf Basis von Sequenzhomologien erstellt werden kann. Phyre2 
nutzt dabei Kristallstrukturdaten bekannter, verwandter Proteine aus der RSCB-Protein Data 
Bank (PDB) und erzeugt auf Basis der größten Übereinstimmungen ein dreidimensionales 
Modell. Der Swiss-PDB-Viewer 4.1 ermöglichte die Darstellung, Bearbeitung und Speicherung 
der Modelle. Mit dem Programm Mega 5.1 wurden phylogenetische Stammbäume unter 
Verwendung unterschiedlicher Algorithmen erstellt (Abschnitt 4.8). Als Eingabesequenzen 
eignen sich Nukleotidsequenzen sowie Aminosäuresequenzen, die zunächst aligniert 
werden. Aus den alignierten Sequenzen können über verschiedene Algorithmen 
Stammbäume erstellt werden (Abschnitt 4.8). Das Online-Portal ExPASy stellt eine Reihe von 
bioinformatischen Programmen zur Analyse von Proteinen zur Verfügung, zum Beispiel zur 
Berechnung der Molekülmasse, und des isoelektrischen Punkts (ProtParam), für die 
Voraussage von N-Glykosylierungsstellen (NetNGlyc 1.0 Server) oder für die Suche nach der 
Serpinsignatur (ScanProsite). Zur Bestimmung der Serpinkernsequenz diente Simple Modular 
Architecture Research Tool (SMART), ein weiteres Online-Portal. Um möglichst optimale 
Primer für die PCRs zu erstellen, wurden die Programme Oligo Analysis Tool und 
OligoAnalyzer 3.1 genutzt. Die Programme geben Informationen über GC-Gehalt, 
Schmelztemperatur, Haarnadelstrukturen oder Dimerbildung der eingegebenen 
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Oligonukleotidsequenz aus (Abschnitte 4.3.6 und 4.3.7). Mit CloneManager 7 wurden 
Plasmidkarten erstellt. Nach Eingabe der Plasmidsequenz wurde das Plasmid als zirkuläre 
Form dargestellt und konnte mit verschiedenen Tools bearbeitet und gespeichert werden. 
Abbildungen wurden mit Paint oder Photoshop erstellt und bearbeitet.  
 
Tabelle 31: Software Programme 
Programm Verwendung Referenz 
BLAST Suche nach homologen Sequenzen Altschul et al., 1990 
- nucleotide blast - in Nukleotiddatenbank 
- protein blast - in Proteindatenbank 
- tblastn - in Nukleotiddatenbank mit 
Proteineingabesequenz 
CloneManager 7 Vektorkarten Scientific and Educational Software, 
Cary, NC 
Clustal Omega Protein-/DNA-Alignments Goujon et al., 2010 
GeneCards Informationen über Expressionslevel und 
Protein 
Rebhan et al., 1997 
GeneDoc Protein-/DNA-Alignment-Analyse Nicholas et al., 1997 
GENSCAN Web Server Vorhersage von Exon-Intron-Positionen in 
genomischen Sequenzen 
Burge und Karlin, 1997 
MatGAT 2.01 paarweiser Sequenzvergleich (Ähnlichkeiten 
und Übereinstimmungen) 
Campanella et al., 2003 
Mega 5.1 Stammbaumerstellung  Tamura et al., 2011 
Molecular Toolkit Translation und reverse Translation von 
Nukleotid- und Aminosäuresequenzen 
 
NetNGlyc 1.0 Server Vorhersage von N-Glykosylierungsstellen Gupta et al., 2004 
Oligo Analysis Tool Primer Design  
OligoAnalyzer 3.1 Primer Design  
Paint  Microsoft 
Photoshop Bildbearbeitung Acrobat 
Phyre 2 Protein Modellierung Kelley und Sterberg, 2009 
ProtParam Berechnung von Molekülmasse und 
isoelektrischem Punkt von Proteinen 
Gasteiger et al., 2005 
ScanProsite Identifikation der Serpinsignatur DeCastro et al., 2006 
SignalP 4.1 Vorhersage von Signalpeptidasespaltstellen Peterson et al., 2011 
SMART Vorhersage der Serpinkernsequenz Schulz et al., 1998; Letunic et al., 2011 
Swiss-PDB-Viewer 4.1 Protein-3D-Strukturen Guex und Peitsch, 1997 
 
Tabelle 32: Datenbanken 
Datenbank Quelle Referenz 
ENSEMBL http://www.ensembl.org/index.html Flicek et al., 2013 
MERPOS-the Peptide Database http://merops.sanger.ac.uk/ Rawlings et al., 2012 
NCBI (GenBank®) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Sayers et al., 2012 
RCSB-PDB-Database http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do Berman et al., 2003 
UniProt http://www.uniprot.org/ Bairoch et al., 2005 
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4.8 Phylogenetische Analysen 
Zur phylogenetischen Analyse der Serpine wurden diese mit Sequenzen aus den 
Datenbanken GenBank® und ENSEMBL verglichen. Dazu wurde das Programm MEGA 5.1 
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) verwendet. Nachdem ein paarweises Alignment 
der eingegebenen Daten mittels ClustalW durchgeführt wurde, diente dieses als Grundlage 
für phylogenetische Analysen. Das Programm erlaubt die Erstellung von phylogenetischen 
Stammbäumen mit mehreren Algorithmen (Abschnitt 2.6). Tabelle 33 fasst die Methoden 
und Einstellungen der über MEGA 5.1 erstellten Bäume zusammen. 
 
Tabelle 33: Verfahren zur Erstellung phylogenetischer Stammbäume über MEGA 5.1 
Methode Substitutionsmatrix Wahrscheinlichkeits- 
überprüfung 
Eigenschaften 
UPGMA Jones-Taylor-Thornton Bootstrap: 1000  
Pseudoreplikate 
distanzbasiert,  
Annahme: Mutationen sind 
gleichmäßig verteilt 
Neighbor-
Joining 
Jones-Taylor-Thornton Bootstrap: 1000  
Pseudoreplikate 
distanzbasiert, berücksichtigt Abstand 
der Sequenzen (Mutationen nicht 
gleichmäßig) 
Minimum 
Evolution 
Jones-Taylor-Thornton Bootstrap: 1000  
Pseudoreplikate 
distanzbasiert, berücksichtigt Abstand 
der Sequenzen (Mutationen nicht 
gleichmäßig) 
Maximum 
Likelihood 
Jones-Taylor-Thornton Bootstrap: 1000  
Pseudoreplikate 
merkmalbasiert, 
statistische Abschätzung des 
„richtigen“ Baums 
Maximum 
Parsimony 
 Bootstrap: 1000  
Pseudoreplikate 
merkmalbasiert, Annahme: Evolution 
nimmt immer den kürzesten, 
sparsamsten Weg 
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5 Ergebnisse 
 
 
Knorpelfische insbesondere Haie existieren seit fast 70 Millionen Jahren unverändert und 
können interessante Einblicke in die phylogenetische Entwicklung bieten und dienen somit 
als hervorragende Forschungsobjekte bezüglich der Entwicklung von Vertebraten. Serpine 
aus Knorpelfischen sind nahezu unerforscht. Zu Beginn dieser Arbeit gab es lediglich die 
vollständige cDNA Sequenz von Angiotensinogen aus vier Knorpelfischen (Tabelle 34). Des 
Weiteren waren kurze Serpinteilsequenzen in EST- oder WGS-Datenbanken verfügbar. Im 
Laufe dieser Arbeit wurden von der Forschungsgruppe um Tan (2012) sechs vollständige 
cDNA-Sequenzen aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) isoliert, welche mittels Vergleich 
homologer Sequenzen der GenBank®-Datenbank (blastp) als α1-Antitrypsin (Zugangsnr.: 
AFM90441), SerpinB6-ähnlich (Zugangsnr.: AFK10654), Neuroserpin (Zugangsnr.: 
AFM91007), Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (Zugangsnr.: AFK10533), Heparin Kofaktor II 
(Zugangsnr.: AFM90296) und Pigment Epithelium-Derived Factor (Zugangsnr.: AFM90033) 
deklariert wurden. 
Schleimaale zählen neben Neunaugen zu den ältesten noch lebenden basalen Vertebraten 
und bieten sich somit ebenfalls für phylogenetische Analysen von Serpinen an. Bis heute gibt 
es aus Schleimaalen lediglich abgelegte Serpinteilsequenzen aus dem japanischen Schleimaal 
(Eptatretus burgeri). Ein phylogenetischer Vergleich und eine Einordnung in die bestehenden 
Klassifikationsmodelle sind bisher nicht erfolgt.   
Diese Arbeit befasst sich mit der Isolierung vollständiger Serpin-cDNA-Sequenzen aus dem 
Knorpelfisch Chiloscyllium punctatum und aus dem nordatlantischen Schleimaal Myxine 
glutinosa. Diese Sequenzen wurden bioinformatisch, proteinbiochemisch und 
phylogenetisch analysiert. Im Vergleich mit bekannten Sequenzen wurden Einblicke in die 
Entwicklung der verschiedenen Serpingruppen erlangt.  
 
 
5.1 Isolierung von Serpinen aus Chiloscyllium punctatum 
Der braungebänderte Bambushai wurde in Kopfgewebe, Innereiengewebe und 
Schwanzgewebe aufgeteilt (Abschnitt 4.3.2). Für die Isolierung der Serpine wurden die 
Gewebe getrennt verwendet, wobei sich die Isolierung der Gesamt-RNA aus dem 
Kopfgewebe als schwierig erwies. Wegen der Menge an Knochenstücken und der zähen 
Haihaut löste sich das Gewebe in dem TRIZOL-Reagenz schlecht auf, wodurch die Ausbeute 
sehr gering war. Zur anschließenden Suche und Amplifikation von Serpin-cDNA-Sequenzen 
wurde die Gesamt-RNA der jeweiligen Gewebe isoliert (Abschnitt 4.3.1) und diese mit einer 
reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben (Abschnitt 4.3.3). Welches Gewebe für die 
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Isolierung des jeweiligen Serpins gewählt wurde, hing vom Expressionslevel des jeweiligen 
Serpins in den Geweben ab (GeneCards).  
 
 
5.1.1 Isolierung von Serpinen mit degenerierten Primern 
Isolierung von Serpinsequenzen mit degenerierten Serpin-Suchprimern 
Serpine besitzen neben ihrer konservierten Tertiärstruktur auch konservierte 
serpincharakteristische Sequenzmotive, die für die Serpinsuche genutzt werden können 
(Abschnitt 4.3.7). Für die Serpinsuche mit Serpin-Suchprimern standen vier forward-Primer 
und drei reverse-Primer zur Verfügung (Abschnitt 8.5.1). Die verschiedenen Primer binden 
nicht an unterschiedliche cDNA-Bereiche, sondern decken Sequenzmotivvarianten ab. Da 
der reverse-Primer auf dem Sequenzmotiv der Hinge-Region basiert, kann eine Vielzahl von 
Serpinen nachgewiesen werden. Jedoch werden insbesondere Serpine ohne Hinge-Region 
(nicht-inhibitorische Serpine) von der Isolierung ausgeschlossen (Abschnitt 6.1).  
Die Bindestellen der Primer liegen innerhalb der Serpinkernsequenz, so dass die erwarteten 
PCR-Produkte für verschiedene Serpine die gleiche Größe besitzen (ca. 530 bp). Amplifikate 
dieser Größe lieferten die Primerkombinationen NAVY/NEEGb- (Abbildung 17 A, Spur 1), 
NAIY+/NEEGa- (Abbildung 17 A, Spur 2), NAVY/NEEGa- (Abbildung 17 B, Spur 1) und 
NAIY+/NEEGb- (Abbildung  17 B, Spur 2). Andere Primerkombinationen lieferten keine PCR-
Produkte.  
 
                                 A                                                      B 
 
 
Abbildung 17: Amplifikat der PCRs mit degenerierten Serpin-Suchprimern 
Die Verwendung von cDNA aus Gewebe von Chiloscyllium punctatum als Template zeigte nur für (A) 
NAVY+/NEEGb- (Spur 1) und NAIY+/NEEGa- (Spur 2) sowie für (B) NAVY+/NEEGa- (Spur 1) und  NAIY+/NEEGb- 
(Spur 2) ein PCR-Produkt von ca. 530 bp. Mit NK sind die zugehörigen Negativkontrollen gekennzeichnet. 
Markergrößen (1 kb Ladder) sind jeweils am linken Bildrand angegeben (1% Agarosegel). 
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Da die Serpin-Suchprimer eine Vielzahl an Serpinen abdecken, kann über die Fragmentgröße 
keine Aussage darüber getroffen werden, welches Serpin isoliert wurden. Dazu wurden die 
PCR-Produkte in den pJet-Vektor kloniert (Abschnitt 4.3.11) und in E. coli-Zellen 
transformiert (Abschnitt 4.2.2). Jede Bakterienkolonie enthielt ein Plasmid mit einem PCR-
Produkt und musste näher analysiert werden. Dazu wurden die Plasmide mit RsaI oder einer 
Kombination aus XbaI und XhoI gespalten und die resultierenden Spaltmuster verglichen 
(Abbildung 18; Abschnitt 4.3.10). Dabei wurden drei unterschiedliche Spaltmuster erhalten. 
Nach der Sequenzierung wurden die Serpine vorläufig als CpSpnV1_1 (Abbildung 18 A), 
CpSpnV1_2 (Abbildung 18 B) und CpSpnV5_1 (Abbildung 18 C) bezeichnet. Die Bezeichnung 
ist an die Einteilung von Ragg et al. (2001) angelehnt und beruht auf Sequenzähnlichkeiten 
der isolierten Teilsequenzen mit Sequenzen der Proteindatenbank (GenBank®). CpSpnV5_1 
entspricht einem Serpin, dessen Teilsequenz bereits während einer Bachelorarbeit 
identifiziert wurde (Weber, 2010).  
 
            A                                                    B                                                 C 
 
 
Abbildung 18: Restriktionspaltung zur Analyse der PCR-Produkte der degenerierten Serpin-Suchprimer 
Nachdem die PCR-Produkte in den pJet-Vektor kloniert wurden, wurden die isolierten Plasmide mit einer 
Kombination aus XhoI/XbaI (jeweils Spur 1) und RsaI (jeweis Spur 2) gespalten. Daraus resultieren drei 
verschiedene Spaltmuster für die Serpine (A) CpSpnV1_1, (B) CpSpnV1_2 und (C) CpSpnV5_1. Die 
Markergrößen (1kb Ladder) sind jeweils am linken Bildrand des 1% igen Agarosegels angegeben. 
 
 
Isolierung von Serpinsequenzen mit individuellen degenerierten Primern 
Zur Isolierung von weiteren Serpinen aus Chiloscyllium punctatum wurden individuelle 
degenerierte Primer auf Basis homologer Serpinsequenzen erstellt (Abschnitte 4.3.6 und 
4.3.7). Datenbankrecherchen ergaben mehrere DNA-Teilsequenzen und vollständige DNA-
Sequenzen für Serpine aus Knorpelfischen (Tabelle 34). Die Zuordnung der Serpine erfolgte 
durch einen Sequenzvergleich der isolierten Serpine mit Daten der Proteindatenbank 
(GenBank®). 
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Tabelle 34: Serpinsequenzen aus Knorpelfischen für die Erstellung von individuellen degenerierten Primern   
Für den kleinen Rochen (Leucoraja erinacea) und den Elefantenhai (Callorhinchus milii) sind in der GenBank®-
Datenbank zwei Teilsequenzen für je ein Serpin abgelegt, die mit 1 und 2 unterschieden werden. Die 
Serpinbezeichnung beruht auf Sequenzähnlichkeiten mit abgelegten Sequenzen (blastp). 
Serpin Organismus Zugangsnummer (GenBank®) 
α1-Antitrypsin* Dornhai (Squalus acanthias) CV720344 
Angiotensinogen Elefantenhai (Callorhinchus milii) BAH10145 
Angiotensinogen Roter Stechrochen (Dasyatis akajei) BAH10144 
Angiotensinogen Kleiner Rochen (Leucoraja erinacea) BAH10146 
Angiotensinogen gebänderter Hundshai (Triakis scyllium) BAH10143 
Heat Shock Protein 47* (1) Kleiner Rochen (Leucoraja erinacea) FF602013 
Heat Shock Protein 47* (2) Kleiner Rochen (Leucoraja erinacea) EE989774 
Heat Shock Protein 47* Dornhai (Squalus acanthias) DV498433 
Heparin Kofaktor II* (1) Elefantenhai (Callorhinchus milii) AAVX01173920 
Heparin Kofaktor II* (2) Elefantenhai (Callorhinchus milii) AAVX01225687 
Heparin Kofaktor II* Kleiner Rochen (Leucoraja erinacea) DR713376 
Protease Nexin-1* Dornhai (Squalus acanthias) ES605883 
Neuroserpin* Kleiner Rochen (Leucoraja erinacea) CV067694 
Neuroserpin* Dornhai (Squalus acanthias) ES415462 
* kennzeichnet Teilsequenzen 
 
 
Um geeignete Primer abzuleiten wurden die Sequenzen vorzugsweise mit Teilsequenzen aus 
Knorpelfischen oder Sequenzen aus Knochenfischen oder Amphibien aber auch mit 
Sequenzen aus Vögeln, Reptilien und Säugetieren aligniert. Für die Erstellung der Primer 
wurden charakteristische Sequenzmotive für das jeweilige Serpin ausgewählt.  
Neuroserpin besitzt im Gegensatz zu vielen anderen Serpinen neben der N-terminalen 
Signalsequenz ein C-terminales ER-Retentionssignal. Dadurch wird Neuroserpin in den 
regulierten sekretorischen Pfad eingeschleust und im endoplasmatischen Retikulum 
zurückgehalten. Gegenüber anderen Proteinen die in den regulierten sekretorischen Pfad 
eingeschleust werden, ist das ER-Retentionssignal von Neuroserpin besonders. Ein typisches 
ER-Retentionssignal besteht aus vier Aminosäuren, wie KDEL, HDEL oder RDEL, wobei noch 
weitere mögliche Sequenzmotive vorkommen (Raykhel et al., 2007). Bei Neuroserpin 
besteht das ER-Retentionssignal allerdings aus den 13 C-terminalen Aminosäuren und bildet 
dadurch ein für Neuroserpin charakteristisches Sequenzmotiv (Ishigami et al., 2007). Dies 
sollte für die Erstellung eines individuellen degenerierten Primers dienen. Für diesen Bereich 
des Proteins war eine Sequenz aus dem kleinen Rochen (Leucoraja erinacea; Tabelle 34) 
verfügbar. In Kombination mit der C-terminalen Sequenz des Neuroserpins aus dem 
afrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis) diente diese Sequenz als Grundlage für zwei 
reverse-Primer, so dass nach einer Semi-Nested-PCR ein PCR-Produkt von ca. 1050 bp 
amplifiziert wurde (Abbildung 19 A; Abschnitte 4.3.5, 8.5.1 und 8.8.2).  
Um geeignete Primer für die Suche nach Heat Shock Protein 47 (Hsp47) zu erstellen, wurde 
ein Aminosäure-Alignment mit zwei Teilsequenzen aus dem kleinen Rochen (Leucoraja 
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erinacea) und einer Teilsequenz aus dem Dornhai (Squalus acanthias; Tabelle 34) sowie 
Sequenzen aus dem Zebrabärbling (Danio rerio), afrikanischen Krallenfrosch (Xenopus 
laevis), Mensch (Homo sapiens), Hausmaus (Mus musculus) und Hausrind (Bos taurus) 
erstellt (Abschnitte 8.5.1 und 8.11.2). Das gewünschte Amplifikat von 396 bp wurde in einer 
PCR mit den Primern Hsp1+/Hsp4- mit anschließender Semi-Nested-PCR mit Hsp2+/Hsp4- 
erhalten (Abbildung 19 B; Abschnitt 4.3.5). Für die Amplifikation war die Zugabe eines 
Enhancers notwendig, der optional bei der Amplifikation mit der Taq-DNA-Polymerase von 
Qarta Bio zugegeben werden kann.  
Die verfügbaren Teilsequenzen aus Knorpelfischen (Leucoraja erinacea und Squalus 
acanthias) für PN-1 liegen am 5‘-Ende, so dass das PN-1-charakteristische Sequenzmotiv der 
Low Density Lipoprotein Receptor Related Protein-Bindestelle für die Primererstellung 
genutzt werden konnte (Abschnitte 8.5.1 und 8.8.4). Diese wurden für die Amplifikation der 
Teilsequenz in einer Semi-Nested-PCR kombiniert. In einer Amplifikation mit cDNA aus 
Innereiengewebe als Template mit den Primern Nex1+/Nex3- sowie Nex1+/Nex2- wurde 
eine 180 bp große Teilsequenz isoliert (Abbildung 19 C; Abschnitt 4.3.5). 
Datenbankrecherchen in der WGS-Datenbank (GenBank®) deckten zwei mögliche HCII-
Sequenzen aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii; Tabelle 34) auf. Ein Alignment der 
beiden Sequenzen mit HCII-Sequenzen aus dem Zebrabärbling (Danio rerio), dem 
Meerneunauge (Petromyzon marinus) und dem kleinen Rochen (Leucoraja erinacea) zeigt 
homologe Aminosäurepositionen auf. Die Primer wurden so gewählt, dass sie beide HCII-
Sequenzen aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) abdecken (Abschnitte 8.5.1 und 8.7.2). 
Die Amplifikation der HCII-Teilsequenz war selbst nach einer Nested-PCR gering, weshalb 
eine erneute Amplifikation unter Verwendung gleicher Primer angeschlossen wurde, um das 
PCR-Produkt mit einer Größe von 354 bp zu isolieren (Abbildung 19 D; Abschnitt 4.3.5). 
Obwohl die verwendeten degenerierten Primer keine der Sequenzen aus dem Elefantenhai 
(Callorhinchus milii) ausgeschlossen haben und sogar Primer speziell für die alternative 
Sequenz (Zugangsnr.: AAVX01225687) verwendet wurden, konnte nur eine Teilsequenz für 
HCII aus Chiloscyllium punctatum isoliert werden (Abschnitt 5.2.1).  
Die isolierten Teilsequenzen wurden in den pJet-Vektor oder dem pCR®4-TOPO®-Vektor 
kloniert und anschließend sequenziert (Abschnitte 4.3.11 und 4.3.13). Die internen 
Sequenzen von Angiotensinogen und ATIII aus Chiloscyllium punctatum wurden jeweils im 
Rahmen von Bachelorarbeiten isoliert (Heinritz, 2013; Weber, 2010). 
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Abbildung 19: PCR-Produkte aus Chiloscyllium punctatum mit individuellen degenerierten Primer  
Unter Verwendung der individuellen degenerierten Primer konnten vier interne Sequenzen isoliert werden. (A) 
Mittels einer PCR und folgender Semi-Nested-PCR mit NS1+/NS_Such_Cterm_Nested- zeigt sich im Agarosegel 
(1 %) eine eindeutige Bande von ungefähr 1050 bp. (B) Für die Amplifikation des 396 bp großen Fragments 
(Spur 1; 1 % Agarosegel) wurden Hsp1+/Hsp4- und in einer folgenden Semi-Nested-PCR Hsp2+/Hsp4- 
kombiniert. (C) Mit der Primerkombination Nex1+/Nex3- und der nachgeschalteten Semi-Nested-PCR mit 
Nex1+/Nex2- wurde ein 189 bp großes Amplifikat erzeugt (Spur 1; 1,5 % Agarosegel). (D) Die Verwendung der 
Primer HCII1+/HCII4- mit einer anschließenden Nested-PCR mit HCII2+/HCII3- zeigt im Agarosegel (1,5 %) ein 
PCR-Produkt von 354 bp (Spur 1). Mit NK ist die Negativkontrolle gekennzeichnet. Am linken Bildrand sind 
Markergrößen angegeben.  
 
 
Isolierung von Serpinsequenzen mit genspezifischen Primern 
Der weißgepunktete Bambushai (Chiloscyllium plagiosum) gehört zur gleichen Gattung wie 
Chiloscyllium punctatum und stellt somit einen nahen Verwandten dar. Aus den 
Teilsequenzen von α1-Antitrypsin und α2-Antiplasmin des weißgepunkteten Bambushais 
wurden genspezifische Primer abgeleitet (Tabelle 35). Die erhaltenen Teilsequenzen wurden 
nicht separat kloniert, da die genspezifischen Primer direkt für die Isolierung der 
vollständigen cDNA-Sequenzen genutzt werden konnten. Die Zuordnungen der 
Teilsequenzen beziehen sich auf die Ähnlichkeiten mit Sequenzen aus der Proteindatenbank 
(GenBank®). 
 
Tabelle 35: Serpinteilsequenzen mit Zugangsnummern aus dem weißgepunkteten Bambushai (Chiloscyllium 
plagiosum) nach Datenbankrecherche (Serpinbezeichnung durch Sequenzähnlichkeiten) 
Serpin Zugangsnummer (GenBank®) 
α1-Antitrypsin GE328815 
α2-Antiplasmin GE329094 
Antithrombin III GE328575 
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5.1.2 Isolierung vollständiger Serpin-cDNA-Sequenzen 
Für die Amplifikation der vollständigen cDNAs wurde zunächst Gesamt-RNA aus 
Schwanzgewebe und Innereiengewebe isoliert (Abschnitt 4.3.1). Die RNA wurde 
anschließend in RLM-RACE-cDNA umgeschrieben, um die cDNA-Sequenzen über definierte 
5‘-Enden und 3‘-Enden amplifizieren zu können (Abschnitt 4.3.4). Aus den isolierten 
Teilsequenzen wurden genspezifische Primer abgeleitet und mit den jeweiligen GeneRacer-
5‘-Primer oder GeneRacer-3‘-Primer kombiniert (Abschnitt 4.3.4 und 4.3.5). Die isolierten 
Serpine mit ihrer vorläufigen Bezeichnung sind in Tabelle 36 zusammengefasst (Abschnitt 
4.3.12). 
Zur Isolierung der 5‘-Enden und 3‘-Enden der Serpin-cDNA-Sequenzen war die Durchführung 
einer Nested- oder Semi-Nested-PCR notwendig. Für die Isolierung von CpSpnV1_1, 
CpSpnV2_2 und das 5‘-Ende für CpSpnV4_1 reichte eine Semi-Nested PCR aus. Nach 
Klonierung und Sequenzierung der 5‘-Enden und 3‘-Enden wurden genspezifische Primer für 
die vollständigen Sequenzen abgeleitet. Die Primer wurden dabei so gewählt, dass sie im 
untranslatierten Bereich oder auf dem Startkodon und Stoppkodon liegen, damit der 
vollständige kodierende Bereich abgedeckt wird. Zusätzlich wurden die Primer mit 
ausgewählten Restriktionsschnittstellen versehen (Abschnitt 4.3.5), um diese anschließend 
in den pcDNATM3.1+-Vektor klonieren zu können (Abschnitt 4.3.12). Die Plasmide wurden 
sequenziert und in der internen Plasmidliste abgelegt (Abschnitt 4.3.13). Das 5‘-Ende von 
CpSpnV2_3 wurde im Rahmen einer Bachelorarbeit (Heinritz, 2013) erstellt. Die vollständige 
cDNA von ATIII wurde im Rahmen einer Bachelorarbeit (Weber, 2010) und von Katharina 
Köster (nicht veröffentlichte Daten) isoliert.  
 
Tabelle 36: Vorläufige Bezeichnung der isolierten Serpine aus Chiloscyllium punctatum 
Art der Isolierung Bezeichnung 
Degenerierte Serpin-Suchprimer CpSpnV1_1 
Degenerierte Serpin-Suchprimer CpSpnV1_2 
Individuelle degenerierte Primer für Heparin Kofaktor II  CpSpnV2_1 
Genspezifische Primer für α1-Antitrypsin (Klassifikation nach Datenbankvergleich) CpSpnV2_2 
Individuelle degenerierte Primer für Angiotensinogen CpSpnV2_3 
Individuelle degenerierte Primer für Neuroserpin CpSpnV3_1 
Individuelle degenerierte Primer für Protease Nexin-1 CpSpnV3_2 
Genspezifische Primer für α2-Antiplasmin (Klassifikation nach Datenbankvergleich) CpSpnV4_1 
Genspezifische Primer für Antithrombin III (Klassifikation nach Datenbankvergleich) CpSpnV5_1 
Individuelle degenerierte Primer für Heat Shock Protein 47 CpSpnV6_1 
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5.2 Charakterisierung der Serpine aus Chiloscyllium punctatum 
 
5.2.1 Bioinformatische Analysen 
Aus den isolierten vollständigen cDNA-Sequenzen konnten die jeweiligen Proteinsequenzen 
abgeleitet werden. Für bioinformatische Analysen wurden die Programme NetNGlyc 1.0, 
SignalP 4.1, ScanProsite, SMART, ProtParam, Phyre2, Clustal Omega, der Swiss-PDB-Viewer, 
die GenBank®-, die ENSEMBL- sowie die RCSB-PDB-Datenbank verwendet (Abschnitt 4.7). 
Mit Hilfe dieser Programme können N-Gylosylierungsstellen, Signalpeptidasespaltstellen, 
isoeletrische Punkte, Molekülmassen, Serpinsignatur, Serpinkernsequenz, Sekundär- und 
Tertiärstrukturen vorhergesagt und Sequenzen miteinander verglichen werden. Tabelle 37 
gibt eine Übersicht über gemeinsame Eigenschaften der Serpine, wie charakteristische 
Serpinsignatur, Serpinkernsequenz, Molekülmasse und isoelektrischen Punkt. Im weiteren 
Verlauf werden die einzelnen Sequenzen im Detail analysiert. 
 
Tabelle 37: Übersicht über gemeinsame Eigenschaften der Serpine aus Chiloscyllium punctatum  
Die Molekülmasse (MW) und der isoelektrische Punkt (pI) sind auf das Protein ohne das vorhergesagte                
N-terminale Signalpeptid bezogen. 
Serpin cDNA 
[bp] 
Amino-
säuren 
MW  
[kDa] 
pI Kernsequenz  
[AS] 
Serpinsignatur 
CpSpnV1_1 1137 379 40,89 5,09 13-379 352FTADHPFLFFI362 
CpSpnV1_2 1200 400 45,61 5,86 13-379 352FLADHPFLFFI362 
CpSpnV2_1 1509 486 55,35 6,35 138-500 473FSVNRPFLFLI483 
CpSpnV2_2 1239 392 43,92 6,09 52-411 384YFVNRPFFLLI394 
CpSpnV2_3 1341 428 48,74 7,02 95-446 419IRIDKPFFFQV429 
CpSpnV3_1 1233 391 44,43 5,00 32-398 371IIADHPFFFLI381 
CpSpnV3_2 1191 378 42,45 9,65 35-397 372FVVNRPFIYII382 
CpSpnV4_1 1449 464 51,61 9,10 111-454 427WTINRPFFFII437 
CpSpnV5_1 1377 444 49,94 8,96 88-458 431FNANRPFLLLI441 
CpSpnV6_1 1209 388 43,42 9,04 37-394 367FYADHPFFFLV377 
 
 
Die Serpine CpSpnV1_1 und CpSpnV1_2 
Die Teilsequenzen der Serpine CpSpnV1_1 und CpSpnV1_2 wurden unter Verwendung von 
Serpin-Suchprimern isoliert. Die fehlende N-terminale Signalsequenz beider Serpine weist 
auf eine intrazelluläre Lokalisation hin und ist ein Merkmal von Serpinen der Gruppe 1 
(Abbildungen 20 und 21). Auch die Hinge-Region (Aminosäuren 330-336) in beiden Serpinen 
wird übereinstimmend von Glycin (P15) und Threonin (P14) eingeleitet und weist auf eine 
inhibitorische Aktivität von CpSpnV1_1 und CpSpnV1_2 hin. Da CpSpnV1_1 und CpSpnV1_2 
auf Grund ihrer intrazellulären Lokalisation das endoplasmatische Retikulum und den Golgi-
Apparat nicht passieren, ist eine N-Glykosylierung der Proteine unwahrscheinlich (Abschnitt 
2.1).  
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Abgesehen vom ähnlichen Aufbau besitzen die Aminosäuresequenzen eine Sequenzidentität 
von 50 %, obwohl beide Serpine deutliche Unterschiede zeigen. Beide Serpine haben zwei 
Cystein-Reste, die jedoch unterschiedlich verteilt sind. In der Sequenz von CpSpnV1_2 liegen 
beide Cystein-Reste im C-Terminus (Cys375 und Cys399), wohingegen in der Sequenz von 
CpSpnV1_1 ein Cystein-Rest im N-terminalen Bereich sowie der zweite Cystein-Rest an 
Position P1 im RSL (Cys9 und Cys344) positioniert ist. Im Gegensatz zu CpSpnV1_1 besitzt 
CpSpnV1_2 am C-Terminus 21 zusätzliche Aminosäuren (Aminosäuren 380 bis 400). Mit 
Arginin344-Serin345 sind die Positionen P1 und P1‘ unterschiedlich zu CpSpnV1_1 mit 
Cystein344-Alanin345 besetzt, woraus verschiedene Proteasespezifitäten hervorgehen. 
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Abbildung 20: Aminosäuresequenz von CpSpnV1_1  
Dargestellt ist die abgeleitete Proteinsequenz von CpSpnV1_1. Hervorgehoben sind die 
Sekundärstrukturelemente mit den α-Helices A-I (gelb) und den drei β-Faltblättern A (rot), B (blau) und C 
(grün). Die Serpinsignatur ist mit einem schwarzen Rahmen, die mutmaßlichen Positionen P1 und P1‘ sind grau 
und die flankierenden Positionen (P4-P4‘) mit einem blauen Rahmen gekennzeichnet. Die Hinge-Region (lila) ist 
charakteristisch aus kleinen Aminosäuren mit Glycin und Threonin an den Positionen P15 und P14 aufgebaut. 
Cystein-Reste sind mit gefüllten Dreiecken  gekennzeichnet. 
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Abbildung 21: Aminosäuresequenz von CpSpnV1_2  
In der dargestellten Proteinsequenz sind die α-Helices A-I (gelb) sowie die β-Faltblätter A (rot), B (blau) und C 
(grün) gekennzeichnet. Die Hinge-Region (lila) ist aus den charakteristischen Aminosäuren aufgebaut. Die 
mutmaßlichen Positionen P1 und P1‘ sind grau, die Positionen P4 bis P4‘ sind mit einem blauen Rahmen und 
die Serpinsignatur mit einem schwarzen Rahmen und die Cystein-Reste gefüllten Dreiecken hervorgehoben. 
Die zusätzlichen Aminosäuren am C-Terminus sind schwarz-weiß invertiert dargestellt.  
 
 
Die Tertiärstruktur der beiden Serpine wurde auf Basis der abgelegten Kristallstrukturdaten 
des menschlichen Leukozyten Elastase Inhibitors (SerpinB1; PDB-ID: 4ga7A) erstellt, da 
CpSpnV1_1 (Abbildung 22 A) und CpSpnV1_2 (Abbildung 22 B) die größten 
Übereinstimmungen zu dessen abgelegten Daten besitzen (CpSpnV1_1: 59 % und 
CpSpnV1_2: 53 % Übereinstimmung). Beide Modelle sind ähnlich, welches mit der 
Ähnlichkeit der beiden Sequenzen korreliert. Die Modellierung von CpSpnV1_1 
berücksichtigt alle Aminosäuren, wohingegen für die zusätzlichen C-terminalen Aminosäuren 
von CpSpnV1_2 keine Daten vorlagen und daher nicht modelliert werden konnten. Die 
Modelle sind aus je neun α-Helices (hA-hI) und drei β-Faltblättern (sA-sC) aufgebaut, deren 
räumliche Anordnung mit der allgemeinen Serpinstruktur übereinstimmt. Die Distanz von 
Cystein-Resten sollte nicht größer als 2 Å sein, um Disulfidbrücken auszubilden (Richardson, 
1981). Die modellierte Tertiärstruktur für CpSpnV1_1 zeigt, dass die beiden Cystein-Reste 
diese Distanz überschreiten. Cys399 der Proteinsequenz von CpSpnV1_2 liegt innerhalb der                     
C-terminalen Aminosäuren, die im Modell der Tertiärstruktur nicht erfasst werden, wodurch 
eine Aussage über eine mögliche Disulfidbrückenbildung schwierig ist. Die Modelle beider 
Serpine zeigen, dass der β-Faltblattstrang s4A und die Positionen P1 und P1‘ exponiert an 
der Oberseite des jeweiligen Proteins vorliegen. Ein Unterschied der beiden Modelle 
befindet sich im RSL. Das Modell von CpSpnV1_1 bildet eine α-Helix, die die Positionen P1 
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und P1‘ aber nicht einbezieht. Obwohl sämtliche Aminosäuren des RSL von CpSpnV1_1 
sowie CpSpnV1_2 im Modell berücksichtigt werden, befindet sich dort eine Lücke, da die 
Kristallstrukturdaten für diesen Bereich nicht abgelegt sind.  
 
A                                                                                             B 
                                   
 
Abbildung 22: Modelle der Tertiärstrukturen von CpSpnV1_1  und CpSpnV1_2 
(A) Serpin CpSpnV1_1 und (B) Serpin CpSpnV1_2 sind in der Frontansicht abgebildet. Die β-Faltblätter sind rot 
(sA), blau (sB) und grün (sC) markiert. Die neun α-Helices sind gelb und die Hinge-Region ist lila eingefärbt. Die 
Positionen P1 und P1‘ liegen im exponierten RSL zugänglich vor und sind gekennzeichnet. Zusätzlich sind die 
Cystein-Reste markiert. Die Modelle basieren auf den Kristallstrukturdaten des humanen Leukozyten Elastase 
Inhibitor (PDB-ID: 4ga7A). 
 
 
Der Sequenzvergleich mit Proteinsequenzen aus der GenBank®-Datenbank ergab für 
CpSpnV1_1 die größten Ähnlichkeiten zu SerpinB1-Sequenzen mit der größten 
Übereinstimmung zu einer Sequenz aus dem Sakerfalken (Falco cherrug, Zugangsnr.: 
XP_005434924) mit einem e-Value von 6e-167, wobei weitere Treffer mit guten e-Values für 
SerpinB1 ausgegeben wurden. Paarweise Sequenzvergleiche mit Serpinen der Gruppe 1 
zeigen Sequenzübereinstimmungen zwischen 44,0 % und 64,4 % sowie 
Sequenzähnlichkeiten von 62,4 % bis 80,2 %. Die höchste Sequenzübereinstimmung zeigt 
CpSpnV1_1 dabei mit dem Schnabeltier (Ornithorhynchus anatinus, Zugangsnr.: 
XP_001505473) und die höchsten Sequenzähnlichkeit wie in der Datenbankrecherche mit 
der SerpinB1-Sequenz des Sakerfalken. CpSpnV1_2 hingegen besitzt nach 
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Datenbankrecherchen die größte Ähnlichkeit zu einer SerpinB6-Sequenz der 
nordamerikanischen Wasserschildkröte (Chrysemys picta bellii, Zugangsnr.: XP_005307140), 
das durch einen e-Value von 2e-141 unterstützt wird. Andererseits werden zusätzlich große 
Ähnlichkeiten zu anderen Serpinen der Gruppe 1 festgestellt, die ebenfalls durch gute           
e-Values unterstützt werden. Große Übereinstimmung zeigt CpSpnV1_2 dabei zu abgelegten 
Sequenzen für SerpinB1 aus dem Rotkehlanolis (Anolis carolinensis Zugangsnr.: 
XP_003225626, e-Value 5e-135), für SerpinB8 der Rundschwanzseekuh Florida-Manati 
(Trichechus manatus latirostris, Zugangsnr.: XP_004379344, e-Value 2e-131) und für 
SerpinB9 des Breitmaulnashorns (Ceratotherium simum simum, Zugangsnr.: XP_004432223, 
e-Value 1e-133). Der paarweise Sequenzvergleich zeigt die größten 
Sequenzübereinstimmungen zu mehreren als SerpinB6 klassifizierten Sequenzen aus dem 
Elefantenhai (Callorhinchus milii, Zugangsnr.: AFK10654), der Suppenschildkröte (Chelonia 
mydas, Zugangsnr.: EMP36654), der nordamerikanischen Wasserschildkröte (Chrysemys 
picta bellii, Zugangsnr.: XP_005307140) und dem tropischen Krallenfrosch (Xenopus 
(Silurana) tropicalis, Zugangsnr.: NP_001007932) mit Werten zwischen 50,3 % und 52 %. Die 
Sequenzähnlichkeiten zu SerpinB6-Sequenzen liegen zwischen 68,6 % und 76,5 %, wobei die 
größte Ähnlichkeit mit der SerpinB6-Sequenz aus dem Elefantenhai vorliegt. Die größten 
Sequenzähnlichkeit zeigt CpSpnV1_2 allerdings zu der SerpinB1-Sequenz des Truthahns 
(Meleagris gallopavo, Zugangsnr.: XP_003204839) mit 79,7 %. Insgesamt bestätigen die 
Sequenzähnlichkeiten CpSpnV1_1 und CpSpnV1_2 als Mitglieder der Gruppe 1, wobei die 
Ergebnisse für CpSpnV1_1 auf SerpinB1 hindeuten und die Ergebnisse für CpSpnV1_2 nicht 
eindeutig sind. 
Der Vergleich von CpSpnV1_1 und CpSpnV1_2 mit Sequenzen verschiedener Gruppe 1-
Mitglieder aus Knochenfischen, Knorpelfischen, Amphibien, Reptilien und Menschen zeigt 
die Unterschiede der Mitglieder untereinander auf und kann als Hinweis für die Zuordnung 
herangezogen werden (Abschnitt 8.6.3). Beide Serpine zeigen dabei Übereinstimmungen zu 
SerpinB1-Sequenzen. Die Verteilung von Insertionen und Deletionen ist bei beiden Serpinen 
gleich und deckt sich mit denen der SerpinB1-Sequenzen, wobei CpSpnV1_2 größere 
Abweichungen gegenüber den SerpinB1-Sequenzen zeigt. Die Serpine B2, B3, B4, B7, B10, 
B11, B12, B13 und B6 aus Säugetieren und Knochenfischen weisen im Gegensatz zu den 
Serpinen aus Chiloscyllium punctatum konservierte Insertionen und Deletionen von 1 bis 35 
Aminosäuren auf (Abschnitt 8.6.3). Die Serpine B1, B5 und B6 aus Knorpelfischen, 
Amphibien, Reptilien und Vögeln hingegen zeigen keine Deletionen oder Insertionen, was 
mit den Ergebnissen des Sequenzvergleichs und der Datenbankanalyse von CpSpnV1_1 und 
CpSpnV1_2 korreliert. Die Klassifikation von CpSpnV1_2 als SerpinB8 oder SerpinB9 ist 
jedoch unwahrscheinlich, da sie bisherigen Untersuchungen zur Folge nur in Säugetieren 
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vorkommen und sich wahrscheinlich erst nach der Abspaltung der Vögel entwickelt haben 
(Kaiserman und Bird, 2005; Izuhara, 2008). 
Der Vergleich der reaktiven Positionen von CpSpnV1_1 und CpSpnV1_2 mit Mitgliedern der 
Gruppe 1 bekräftigt die bisherigen Ergebnisse. CpSpnV1_1 hat an den Positionen P1 und P1‘ 
Cystein und Alanin lokalisiert. Die meisten SerpinB1-Sequenzen haben ebenfalls Cystein an 
der Position P1, wobei die Position P1‘ häufig, aber nicht konserviert, mit Methionin besetzt 
ist. Des Weiteren gleichen die Positionen P2‘ bis P4‘ denen von SerpinB1-Sequenzen 
verschiedener Vertebratengruppen. Die Positionen P1 und P1‘ von CpSpnV1_2 hingegen 
ähneln mehreren Serpinen der Gruppe 1 wie SerpinB2, SerpinB6 und SerpinB8, was sich mit 
den bisherigen Ergebnissen deckt. Im Gegensatz zur C-terminalen Extension, die kein 
anderes Serpin der Gruppe 1 teilt. Möglicherweise können phylogenetische Analysen zur 
Einteilung von CpSpnV1_2 in die Gruppe 1 beitragen (Abschnitt 5.4.1). 
Zusammenfassend können CpSpnV1_1 und CpSpnV1_2 in die Gruppe 1 eingeteilt werden, da 
sie intrazellulär lokalisiert sind, ausschließlich Ähnlichkeiten zu Mitgliedern dieser Gruppe 
aufzeigen und hohe Sequenzübereinstimmungen und Sequenzähnlichkeiten mit ihnen teilen. 
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass CpSpnV1_1 Leukozyten Elastase Inhibitor aus 
Chiloscyllium punctatum (CpLEI) repräsentiert. Eine Zuordnung von CpSpnV1_2 ist über die 
bisherigen Analysen nicht möglich, da die Ergebnisse nicht eindeutig sind. Zusätzlich 
erschweren die für Serpine der Gruppe 1 ungewöhnlichen zusätzlichen Aminosäuren am      
C-Terminus die Klassifikation. 
 
 
Serpin CpSpnV2_1 
Individuelle degenerierte Primer auf Basis eines HCII-Alignments führten zur Isolierung von 
Serpin CpSpnV2_1. Der Vergleich von Sequenzen aus der Proteindatenbank mit der 
vollständigen abgeleiteten Proteinsequenz deckte Ähnlichkeiten zu HCII aus Knochenfischen 
(Oryzias latipes, Zugangsnr.: XP_004072208; Oreochromis niloticus, Zugangsnr.: 
XP_003451073, Danio rerio, Zugangsnr.: NP_878300) auf, was durch e-Values von Null 
unterstützt wird. Der paarweise Vergleich mit HCII-Sequenzen bestärkt die Ergebnisse mit 
Sequenzübereinstimmungen von 40,9 % bis 62,1 % und Sequenzähnlichkeiten von 62,8 % bis 
78,7 % zu HCII-Sequenzen verschiedener Vertebratengruppen. 
Neben den Eigenschaften aus Tabelle 37 kann für die abgeleitete Proteinsequenz eine 
potenzielle Signalpeptidasespaltstelle zwischen den Aminosäuren 17 und 18 vorhergesagt 
werden. Das potenzielle N-terminale Signalpeptid (Aminosäuren 1-17) veranlasst das Protein 
zur Sekretion, so dass die vorhergesagten sechs potenziellen N-Glykosylierungsstellen 
(Asn191, Asn238, Asn255, Asn355, Asn390, Asn426) genutzt werden können (Abbildung 23). Von 
den vier Cystein-Resten (Cys17, Cys295, Cys345, Cys490) der Proteinsequenz liegt Cys17 innerhalb 
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der N-terminalen Signalsequenz und kann daher nicht an der Ausbildung einer 
Disulfidbrücke beteiligt sein. Eine Hinge-Region, mit den üblichen kleinen Aminosäuren und 
den einleitenden Aminosäuren Glycin453-Threonin454, erstreckt sich über die Aminosäuren 
453 bis 459, gefolgt von den potenziellen Positionen P4 und P4‘ des RSL, die mit 
464FMPLSPQN470 belegt sind. Dessen Besetzung ist in HCII-Sequenzen konserviert und 
korreliert mit dem Ergebnis der Datenbankanalyse (Abbildung 24 C). Auch die beiden HCII-
charakteristischen Merkmale (Glykosaminoglykanbindestelle, Extension des N-Terminus mit 
zwei Bereichen negativ geladener Aminosäuren) teilt die isolierte Sequenz aus Chiloscyllium 
punctatum. Die relevanten Positionen für die Glykosaminoglykanbindung in der α-Helix D 
und deren Umgebung sind in CpSpnV2_1 übereinstimmend mit HCII-Sequenzen mit 
basischen Aminosäuren besetzt (Abbildung 24 B). Kennzeichnend für HCII ist ebenso eine 
Extension des N-Terminus, in dem zwei Bereiche aus negativ geladenen Aminosäuren 
lokalisiert sind. Diese Bereiche ähneln der Hirudin-Sequenz aus dem Blutegel Hirudo 
medicinalis (Markwardt, 1994). Der Vergleich zeigt, dass CpSpnV2_1 eine N-terminale 
Extension mit einer vergleichbaren Hirudin-ähnlichen-Sequenz teilt (Aminosäuren 71-77 und 
84-93; Abbildung 24 A). Zusammenfassend belegen die Ergebnisse der bioinformatischen 
Analysen übereinstimmend, dass CpSpnV2_1 HCII aus Chiloscyllium punctatum (CpHCII) 
repräsentiert.  
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         10        20        30        40        50        60        70 
 
MKLVFLILSAYTVPTLCGVKPLAEHFNFKATGKPLSPQTSVDSEDPDLESIQMQFHKDNTLTQDLLPEGE 
                                        
 
            80        90       100       110       120       130       140 
 
EDDEYLDFDALLGEDDDYIDAIDEIDVPEIVTDFEPSDPATKRAKLLKLFRGKTRIQRLNTVNSNFAFDL  
                                                                                                                                                                           hA 
 
         150       160       170       180       190       200       210 
 
YRSIRNAVDQSENILLAPAGISITLGMVSLGARHETHRQLYNVLGFADFVNASIKYDTMTVHNLFRRLTH  
                                         s6B                  hB                                                             hC    ↑                              hD                            
 
        220       230       240       250       260       270       280 
 
RLFRHNFGYTLRAVNNLFIRQDAQILSNFTQNMKTYYFVEPQSANFSDSTLINKLNGHILKITKGLIKEA 
                                     s2A                                 ↑       hE                      s1A    ↑                          hF 
 
         290       300       310       320       330       340       350 
 
LKTIDPQTLIMILNCFYLKGTWETKFPVENTYTGSFRLNEKKVVRVPLMHTKGNFLAAADHKLDCDILQL 
                                           s3A                                          s4C                               s3C                     s1B                 s2B 
 
        360       370       380       390       400       410       420   
    
LYVGNISMLVVLPRKFSGMRIVETQLTSEVVGNWLDSMTNRTRKVVLPRFNLVKYYDLVPYLKTLGLTLP 
           ↑       s3B                          hG                           hH                  ↑     s2C                    s6A                    hI 
 
         430       440       450       460       470       480       490 
 
FQAVANFTGISTKENLGINLFKHQGALKVNEEGTTAASVTTVGFMPLSMQNEFSVNRPFLFLIYEHRTEC 
              ↑                                              s5A                     Hinge                     P1/P1’       s1C                     s4B              
                     
         500  
 
LLYMGRVTNPLND  
      s5B 
 
Abbildung 23: Aminosäuresequenz von CpSpnV2_1 
Hervorgehoben sind die Sekundärstrukturelemente mit den α-Helices A-I (gelb) und den β-Faltblättern A (rot), 
B (blau) und C (grün) sowie die Hinge-Region (lila), gefolgt von der Serpinsignatur (schwarzer Rahmen). Die 
mutmaßlichen Positionen P1 und P1‘ sind grau und die Positionen P4 bis P4‘ mit einem blauen Rahmen 
markiert. Die basischen Aminosäuren der potenziellen Glykosaminoglykanbindung (offene Dreicke), die sechs 
möglichen N-Glykosylierungsstellen (Pfeil ↑), die  vier  Cystein-Reste  (gefüllte  Dreiecke), eine  vorhergesagte   
N-terminale Signalsequenz (brauner Rahmen) und zwei Bereichen mit negativ geladenen Aminosäuren 
(schwarz-weiß invertiert) innerhalb der Extension des N-Terminus sind gekennzeichnet.    
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A 
L_erinacea (DR713376)        TQDLP--DMED--DDYLDFNSLFAED--DDDYID--EIDEIEEPW--SDA 103 
C_milii (AFM90296)           TRNLIS--EEE--EDYLDWDQILGEDHDDDDYID--EIDEIEDELE-FDP  95 
D_rerio (NP_878300)          TNDLP-EGQDD--EDYVDFDKIL--G--EDDYSEGDHIDEISTPAPDLDL 107 
P_marinus (AEFG01016022)          ALELDGFTDEDSLEDYIDFDKLLNED---DDYPD--EIDDINEDGSTGVT  97 
L_fluviatilis                ALDLNGFTDEDSIEDYIDFDKLLNED---EDYPD--EIDDINEDGSTGVT  97 
C_punctatum                  TQDLLPEGEED--DEYLDFDALLGE---DDDYID--AIDEIDVPE--IVT 102 
P_olivaceus (AAC86113)       TNDLVFDGFED--EDYIDFDKILAAG--SDDYIEGDEIDDIATPAPDIDI 105 
O_fasciatus (ADR78295)       TNDLVFDGFED--EDYIDFDKILAAG--SDDYIEGDEIDEIATPAPDIDI 104 
H_sapiens (CAG30459)         TNDWIPEGEED--DDYLDLEKIFSED---DDYID--IVDSL---------  99 
M_musculus (NP_032249)       TNDWIPEGEED--EDYLDLEKLLGED---DDYIY--IIDA----------  79 
X_laevis (AAH49293)          TNDLSTEGEDE--EDYLDFDKIFGED---EDYID--IIDAA---------  86 
G_gallus (AAC16324)          TNDLIPEEEEE--EDYLDLDKILGED----DYSD--IIDAA---------  75 
H_sapiensA1AT (NP_001121179) ------------MPSSVSWGILLLAG------------------------  14 
 
 
B 
 
L_erinacea (DR713376)        FHALGFADFVNASVKYDTLTVHNLFRRLTHRLFRHNFGYILRGVNGLFVR 231 
C_milii (AFM90296)           FHTLGFGAFVNASTKYDVITVHNLFRRLTHRLFRHKFGYTLHSVNGLFVR 223 
D_rerio (NP_878300)          FQTVGFAEFVNASNHYDNSTVHKLFRKLTHRLFRRNFGYTLRSVNDLYVK 235 
P_marinus (AEFG01016022)     YKALGFESLVDSSSKYNISTVHKLFHRLNHRLFRHNFGYTLKSASALYLQ 243 
L_fluviatilis (p320)         YRALGFESLVNSSSKYNISTVHKLFHRLNHRLFRHNFGYTLKSASALYLQ 227 
C_punctatum                  YNVLGFADFVNASIKYDTMTVHNLFRRLTHRLFRHNFGYTLRAVNNLFIR 230 
P_olivaceus (AAC86113)       YQALGFAELVNASHHYNNTTVHKLFRKVTHRLFRRNFGYTLRSVNDVYMK 233 
O_fasciatus (ADR78295)       YKALGFAEFVNASHHYDNTTVHKLFRKLTHRLFRRNFGYTLRSVNDVYVK 232 
H_sapiens (CAG30459)         HSILHFKDFVNASSKYEITTIHNLFRKLTHRLFRRNFGYTLRSVNDLYIQ 265 
M_musculus (NP_032249)       HSVLHFRDFVNASSKYEVTTIHNLFRKLTHRLFRRNFGYTLRSVNGLYIQ 206 
X_laevis (AAH49293)          LLTLGFKDFLNASSKYEILTLHNVFRKLTHRLFRRNFGYTLRSVNDIYVK 213 
G_gallus (AAC16324)          LSVLGFEDFINASAKYELMTVHNLFRKLTHRLFRRNFGYTLRSVNDLYIR 201 
H_sapiensA1AT (NP_001121179) LEGLNFNLTE-----IPEAQIHEGFQELLRTLNQPDSQLQLTTGNGLFLS 145 
 
                                                                       α-Helix C                              α-Helix D                                         s2A                                
C 
L_erinacea (DR713376)        -------------------------------------------------- 231 
C_milii (AFM90296)           LKHQGSITVNEEGTTAASLTKASFMPLSIQNDFVVNRPFLFLIYEHRTEC 483 
D_rerio (NP_878300)          FKHQGSITVNEEGTEAAAMTHIGFMPLSTQTRFIVDRPFLFLIYEHRTGC 494 
P_marinus (AEFG01016022)     FQHQGFIKIDEEGSEAAAVTTVGFTPLTSHNRFVADRPFVFIVYEHHTMS 504 
L_fluviatilis (p320)         FQHQGFIKIDEEGSEAAAVTTVGFTPLTSHNRFVADRPFVFIVYEHHTMS 488 
C_punctatum                  FKHQGALKVNEEGTTAASVTTVGFMPLSMQNEFSVNRPFLFLIYEHRTEC 490 
P_olivaceus (AAC86113)       LKHQGTITVNEEGTEAAALTQVGFMPLSSQIRFTVDHPFLFLIYEHRTDC 498 
O_fasciatus (ADR78295)       LKHQGTITVNEEGTEAAALTQVGFMPLSSQIRFTVDQPFLFLIYEHRTDC 491 
H_sapiens (CAG30459)         FKHQGTITVNEEGTQATTVTTVGFMPLSTQVRFTVDRPFLFLIYEHRTSC 486 
M_musculus (NP_032249)       FKHQSTITVNEEGTQAAAVTTVGFMPLSTQVRFTVDRPFLFLVYEHRTSC 465 
X_laevis (AAH49293)          FQHQGTITVNEEGTEAAAVTVVGFMPLSTQARFVADRPFLFLIYEHRTNC 471 
G_gallus (AAC16324)          FNHQGTITVNEEGTEAGAITNVGFMPLSTQIRFIVDRPFLFLIYEHRTNC 460 
H_sapiensA1AT (NP_001121179) AVHKAVLTIDEKGTEAAGAMFLEAIPMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKS 405 
                                           │                     ││ 
                       s5A             P15 Hinge                 P1  P1‘    s1C                 s4B              s5B 
 
Abbildung 24: Alignment von Heparin Kofaktor II-Sequenzen verschiedener Vertebratengruppen 
Abgebildet sind Ausschnitte eines Alignments mit HCII-Sequenzen, erstellt durch Clustal Omega. Dargestellt 
sind (A) die N-terminale Extension mit den negativ geladenen Bereichen (blau-weiß invertiert) im Vergleich zur 
humanen α1-Antitrypsin-Sequenz, (B) die α-Helix D und deren Umgebung mit den konservierten basischen 
Aminosäuren für die Glykosaminoglykanbindung (schwarz-weiß invertiert; Histidin-Reste grau) und (C) die 
konservierten Positionen im RSL (schwarz-weiß invertiert). Die zugehörigen Zugangsnummern für die 
Datenbanken sind in Klammern angegeben. Das vollständige Alignment ist dem Anhang zu entnehmen 
(Abschnitt 8.7.2). Die Sekundärstrukturelemente sind von den Kristallstrukturdaten des humanen HCII (Homo 
sapiens) abgeleitet (PDB-ID: 1jmj). 
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Die native Konformation von HCII zeichnet sich durch einen partiell eingelagerten RSL aus. 
Die abgelegten Strukturdaten vereinen jedoch nicht den partiell eingelagerten RSL und die 
Darstellung der Hirudin-ähnlichen Sequenz, so dass je ein Modell für eine strukturelle 
Anordnung von HCII erstellt wurde (Abbildung 25). Die Modelle beinhalten die Aminosäuren 
71-503 (mit Hirudin-Sequenz; A) beziehungsweise 117-503 (mit partiell eingelagertem RSL; 
B). Das Modell in Abbildung 25 A zeigt den vollständig exponierten RSL mit den exponierten 
und zugänglichen Positionen P1 und P1‘ sowie die exponierte N-terminale Extension nach 
Interaktion mit Heparin (PDB-ID: 1jmoA, Übereinstimmung 58 %). In Abbildung 25 B ist die 
Konformation ohne Wechselwirkung mit einem Glykosaminoglykan dargestellt, in der der 
RSL partiell in das β-Faltblatt A eingelagert ist und erst durch die Bindung eines 
Glykosaminoglykans vollständig exponiert wird (PDB-ID: 1jmjA, Übereinstimmung: 61 %; 
Abschnitt 2.1.1). Neben der charakteristischen tertiären Serpinstruktur zeigen beide 
Modelle, dass die drei Cystein-Reste (Cys295, Cys345, Cys490) keine Disulfidbrücken 
untereinander ausbilden. Beide Modelle zeigen, dass die sechs vorhergesagten                       
N-Glykosylierungsstellen auf Proteinoberfläche positioniert und somit für mögliche               
N-Glykosylierungen zugänglich sind.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE                                                                                                         
72 
 
A                                                                                B                                                            
       
 
Abbildung 25: Modelle der Tertiärstruktur von CpSpnV2_1 
Die neun α-Helices sind gelb, die β-Faltblätter rot (sA), blau (sB) und grün (sC) und die Hinge-Region ist lila 
markiert. Die Positionen P1 und P1‘, die möglichen N-Glykosylierungsstellen und die Cystein-Reste sind 
gekennzeichnet. Die an der Heparinbindung beteiligten Positionen sind als Kalotten dargestellt. (A) Das Modell 
basiert auf Kristallstrukturdaten (humanes HCII, PDB-ID: 1jmoA), die die N-terminale Extension mit den negativ 
geladenen Aminosäurebereichen (schwarz) berücksichtigt. Sie zeigt den vollständig exponierten RSL mit den 
zugänglichen Positionen P1 und P1‘ sowie der exponierten Hirudin-ähnlichen Sequenz. (B) Dem Modell liegen 
Kristallstrukturdaten des humanen HCII ohne Glykosaminoglykanbindung (humanes HCII, PDB-ID: 1jmjA) mit 
partiell eingelagertem RSL und den nicht vollständig exponierten Positionen P1 und P1‘ zugrunde. 
 
 
Serpin CpSpnV2_2 
Die Teilsequenz von CpSpnV2_2 wurde mit genspezifischen Primern, die aus einer 
Teilsequenz aus Chiloscyllium plagiosum abgeleitet wurden, erhalten. Der 
Datenbankvergleich der Teilsequenz gab vorwiegend Übereinstimmungen zu α1-Antitrypsin 
aus, allerdings wurden diese lediglich von hohen e-Values (1e-25 und höher) unterstützt 
(Chelonia mydas, Zugangsnr.: EMP32396).  
Für die vollständige abgeleitete Proteinsequenz wird zwischen den Aminosäuren 21 und 22 
die potenzielle Spaltstelle der Signalpeptidase zur Abspaltung des potenziellen N-terminalen 
Signalpeptids (Aminosäuren 1-21) vorhergesagt (Abbildung 26). Die typische Hinge-Region 
mit kleinen Aminosäuren (Aminosäuren 364-370) und Glycin364 und Threonin365 an den 
Positionen P15 und P14, weist auf die inhibitorische Aktivität des Serpins hin. Aufgrund der 
potenziellen N-terminalen Signalsequenz durchläuft das Serpin den konstitutiven 
sekretorischen Pfad, so dass die fünf potenziellen N-Glykosylierungsstellen (Aminosäuren 
Asn131, Asn232, Asn267, Asn286, Asn337) posttranslational modifiziert werden können. Die 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE                                                                                                         
73 
 
Analysen über blastp und der GenBank®-Datenbank legen nahe, dass CpSpnV2_2 ein Serpin 
der Gruppe 2 beziehungsweise der Klasse A darstellt. Das Programm gibt ausnahmslos 
Ähnlichkeiten mit α1-Antitrypsin-Sequenzen aus, wobei die größte Übereinstimmung mit der 
α1-Antitrypsin-Sequenz aus der Wüstenspringmaus (Jaculus jaculus, Zugangsnr.: 
XP_004665675) vorliegt und durch einen niedrigen e-Value (2e-111) unterstützt wird. Der 
paarweise Sequenzvergleich von Serpinen der Gruppe 2 mit CpSpnV2_2 deutet ebenfalls mit 
einer Sequenzübereinstimmung von 42,5 % und einer Sequenzähnlichkeit von 64,4 % zum 
humanem α1-Antitrypsin (Zugangsnr.: NP_001121179), beziehungsweise 42,9 % und 66,3 % 
zu der Sequenz der Wüstenspringmaus, auf die Isolierung von α1-Antitrypsin hin. Im 
Vergleich mit α1-Antitrypsin-Sequenzen anderer Organismen zeigt CpSpnV2_2 jedoch einen 
markanten Unterschied. Die mutmaßliche Position P1 (Phe378) des RSL weicht deutlich von 
der stark konservierten Besetzung mit Methionin ab (Abbildung 27), obwohl die 
flankierenden Positionen P5, P3, P2 und P3‘ mit anderen α1-Antitrypsin-Sequenzen 
übereinstimmen. Da die Position P1 jedoch maßgeblich die Proteasespezifität beeinflusst, ist 
es anhand der bioinformatischen Analysen der Aminosäuresequenz fraglich, ob CpSpnV2_2 
tatsächlich α1-Antitrypsin darstellt. 
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Abbildung 26: Aminosäuresequenz von CpSpnV2_2  
Die Proteinsequenz von CpSpnV2_2 zeigt fünf potenzielle N-Glykosylierungsstellen (Pfeile ↑) sowie ein                  
N-terminales Signalpeptid (brauner Rahmen) mit einer vorhergesagten Peptidasespalstelle zwischen den 
Aminosäuren 21 und 22. Die Hinge-Region (lila) ist aus kleinen Aminosäuren mit Glycin und Threonin an den 
Positionen P15 und P14 aufgebaut. Die mutmaßlichen Positionen P1 und P1‘ sind grau, deren flankierenden 
Positionen P4 bis P4‘ mit einem blauen Rahmen und die Serpinsignatur mit einem schwarzen Rahmen markiert. 
Die α-Helices A-I (gelb) und die β-Faltblätter A (rot), B (blau) und C (grün) sind ebenfalls dargestellt. 
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O_aries (NP_001009799)        LTIDEKGTEAAGATFLEAI---PMSLPPDVEFNRPFLCILYDRNTKSPL 405 
S_scrofa (NP_999560)          LTIDEKGTEATGATILEAI---PMSIPPNVKFNKPFLFLIYDTKTKAVL 410 
F_catus (XP_003987995)        LTIDEKGTEAAGTTVMEAI---PMSMPPTIQFNKPFVIILYDRNTKNIL 410 
O_orca (XP_004262415)         LTIDEKGTEATGATFLEAI---PMSIPPEVEYNRPFFFIIYDKSTKTPL 405 
B_taurus (NP_776307)          LTIDEKGTEAVGSTFLEAI---PMSLPPDVEFNRPFLCILYDRNTKSPL 405 
H_sapiens (NP_001121179)      LTIDEKGTEAAGAMFLEAI---PMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPL 407 
M_musculus (NP_033269)        LTIDETGTEAAAVTVLQMV---PMSMPPILRFDHPFLFIIFEEHTQSPI 402 
M_zebra (XP_004542315)        LSVDETGTEAAAATTVEIM---PMSLPLTITLNRPFLLFILEHSTKSIL 398 
C_idella (ACC95535)           LSVDEKGTEAAAATTIEIM---PMSLPDTVVLNRPFMVLIVEDSTKSIL 432 
X_laevis (NP_001080271)       LSIDEKGTEAAAATAFEIM---PMMIPPNIKFNQPFLITIYDQETRSTL 422 
D_rerio (NP_001071226)        MSVDEKGTEAAAITTIEIM---PMSLPHTVILNRPFLVLIVEDSTMSIL 423 
C_punctatum                   LDIDETGTKATAVTGIEII---PFSVPSEYVFNRPFFLLIADHNVKSVL 403 
H_sapiensHsp47 (NP_001193943) FELDTDGNPFDQDIYGR----EELRSPKLFYADHPFIFLVRDTQSGSLL 401 
                                  │                                    ││         
                 s5A      P15 Hinge                         P1  P1‘      s1C                 s4B                     
 
Abbildung 27:  Alignment von α1-Antitrypsin-RSL-Sequenzen mit CpSpnV2_2 
Abgebildet ist ein Alignment von RSL-Sequenzen von α1-Antitrypsin  aus Vertebraten, welches mit Clustal 
Omega erstellt wurde. Schwarz-weiß invertiert sind die konservierten Positionen im Bereich P5 bis P3‘ 
dargestellt. Die abweichende Aminosäure Phenylalanin an der Position P1 des Proteins aus Chiloscyllium 
punctatum ist rot markiert. Die zugehörigen Zugangsnummern für die GenBank®-Datenbank sind in Klammern 
angegeben. Das vollständige Alignment ist dem Anhang (Abschnitt 8.7.4) zu entnehmen. Die Sekundärelemente 
sind von den Kristallstrukturdaten des humanen α1-Antitrypsin (Homo sapiens) abgeleitet (PDB-ID: 1qlp). 
 
 
Die Tertiärstruktur von CpSpnV2_2 wurde mit den Kristallstrukturdaten des ungespaltenen 
humanen α1-Antitrypsins (PDB-ID: 1qlpA, Übereinstimmung 46 %) erstellt, wobei das Modell 
nur die Aminosäuren 41-412 umfasst (Abbildung 28). Die Aminosäuren 1-21 werden nicht 
modelliert, da das Signalpeptid im reifen Protein nicht vorhanden ist. Für die übrigen 
Aminosäuren sind keine geeigneten Strukturdaten vorhanden. Das Modell zeigt die 
serpintypische räumliche Anordnung der neun α-Helices und der drei β-Faltblätter. Der RSL 
liegt als exponierte Schleife an der Oberseite des Proteins vor, so dass die mutmaßlichen 
Positionen P1 und P1‘ ebenfalls exponiert und zugänglich sind. Die fünf potenziellen                   
N-Glykosylierungsstellen sind ebenfalls an der Proteinoberfläche positioniert, so dass diese 
zugänglich für Glykosylierungsvorgänge sind. 
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Abbildung 28: Modell der Tertiärstruktur von CpSpnV2_2  
Die neun α-Helices sind gelb und die β-Faltblätter sind rot (sA), blau (sB) und grün (sC) markiert. Die Positionen 
P1 und P1‘ sowie die möglichen N-Glykosylierungsstellen sind gekennzeichnet. Die Hinge-Region ist lila 
eingefärbt. Die Positionen P1 und P1‘ liegen zugänglich im RSL vor. Dem Modell liegen die Kristallstrukturdaten 
des humanen α1-Antitrypsins zugrunde (PDB-ID: 1qlpA). 
 
 
Serpin CpSpnV2_3 
Um Angiotensinogen aus Chiloscyllium punctatum zu isolieren, dienten Angiotensinogen-
Sequenzen aus Knorpelfischen als Grundlage für individuelle degenerierte Primer, die unter 
anderem die Angiotensin I-Sequenz abdecken und zur Isolierung der Teilsequenz des Serpins 
CpSpnV2_3 aus Chiloscyllium punctatum eingesetzt wurden (Heinritz, 2013).  
Obwohl Angiotensinogen-Sequenzen verschiedener Vertebratengruppen geringe 
Sequenzähnlichkeiten zueinander haben, können sie anhand einer Angiotensin I-Sequenz 
eindeutig identifiziert werden. Durch den Vergleich mit anderen Angiotensinogen-
Sequenzen kann eine solche Angiotensin I-Sequenz (Aminosäuren 20-29) direkt im Anschluss 
an die vorhergesagte Signalpeptidasespaltstelle der N-terminalen Signalsequenz 
(Aminosäuren 1-19) der abgeleiteten Proteinsequenz von CpSpnV2_3 identifiziert werden 
(Abbildungen 29 und 30). Die Angiotensin I-Sequenz teilt die konservierten Positionen mit 
denen höherer Vertebraten. Einzig Prolin an Position 22 (Positionsangabe der Sequenz aus 
Chiloscyllium punctatum) ist ungewöhnlich, aber in Knorpelfischen und Neunaugen identisch 
besetzt. Die Sequenzheterogenität der Angiotensinogen-Sequenzen spiegelt sich in den 
Sequenzähnlichkeiten und den Sequenzübereinstimmungen der Sequenz aus Chiloscyllium 
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punctatum zu Angiotensinogen-Sequenzen höherer Vertebraten und Amphibien (46,4 % bis 
60,2 %, beziehungsweise 24,0 % bis 27,8 %) wider. Im Vergleich dazu sind die Ähnlichkeiten 
und Übereinstimmungen mit Angiotensinogen-Sequenzen aus Knorpelfischen mit 57,7 % bis 
82,1 %, beziehungsweise  33,0 % bis 67,0 %, deutlich höher. Mit Angiotensinogen-Sequenzen 
aus Neunaugen zeigt die isolierte Sequenz aus Chiloscyllium punctatum die geringsten 
Übereinstimmungen (21,9 %) und Ähnlichkeiten (45,8 %). 
Die potenzielle N-terminale Signalsequenz deutet auf die Sekretion des Proteins und damit 
auf das Passieren des endoplasmatischem Retikulums und des Golgi-Apparats hin, so dass 
die zehn potenziellen N-Glykosylierungsstellen (Asn33, Asn44, Asn61, Asn74, Asn207, Asn224, 
Asn349, Asn372, Asn381, Asn412) glykosyliert werden können (Abbildung 29). Der typischen 
Serpinsignatur im C-terminalen Bereich geht in inhibitorischen Serpinen die Hinge-Region 
voraus (Tabelle 37). Die isolierte CpSpnV2_3-Sequenz besitzt dort jedoch keinen Bereich aus 
kleinen Aminosäuren und dem typischen Beginn aus Glycin-Serin/Threonin, das mit den 
bekannten Eigenschaften von Angiotensinogen aus höheren Vertebraten als ein nicht-
inhibitorisches Serpin korreliert (Wang und Ragg, 2011). Die Isolierung von Angiotensinogen 
aus Chiloscyllium punctatum (CpAng) mit CpSpnV2_3 wird durch die Resultate der 
Datenbankanalyse bekräftigt, in denen Übereinstimmungen mit Angiotensinogen aus 
Knorpelfischen mit e-Values von 0 bis 3e-71 angegeben werden (Triakis scyllium Zugangsnr.: 
BAH10143, Leucoraja erinacea Zugangsnr.: BAH10146, Dasyatis akajei Zugangsnr.: 
BAH10144, Callorhinchus milii Zugangsnr.: BAH10145). 
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Abbildung 29: Aminosäuresequenz von CpSpnV2_3  
Die Proteinsequenz von CpSpnV2_3 ist ein nicht-inhibitorisches Serpin, da eine Hinge-Region fehlt. Die 
vorhergesagte N-terminale Signalsequenz  (brauner Rahmen) deutet auf die Ausschleusung aus der Zelle hin, so 
dass die potenziellen N-Glykosylierungsstellen (Pfeile ↑) genutzt werden können. Die Angiotensin I-Sequenz  ist 
schwarz-weiß invertiert, die Cystein-Reste sind mit gefüllten Dreiecken und die Serpinsignatur mit einem 
schwarzen Rahmen hervorgehoben. Die Sekundärstrukturen, α-Helices (gelb) und die β-Faltblätter A (rot), B 
(blau) und C (grün) markiert.                                                                 
 
 
C_punctatum                  -----MKQIFSLLWMGALL----QRGTT NRPYIHPFHL FTCNQTRVQEE 40 
T_scyllium (BAH10143)        -----MRWIFSLLWVGALL----EWGTT NRPYIHPFQL FTCNRTEFQEE 40 
D_akajei (BAH10144)          ---MTTKWILALLWIGTLV----EVGAG DRPYIHPFFL ITCNQSESSMQ 42 
L_erinacea (BAH10146)        -MRKRMKLIFPLLCLGALM----EPGAP YRPYIHPFSL VSCNQLTSSVE 44 
C_milii (BAH10145)           -----MKWALCFLCLGMHV----ALIRS NRPHIHPFLL MYVNKTQSDDQ 40 
H_sapiens (AAA51679)         MAPAGVSLRATILCLLAWA----GLAAG DRVYIHPFHL VIHNESTCEQL 45 
M_musculus (NP_031454)       MTPTGAGLKATIFCILTWV----SLTAG DRVYIHPFHL LYHNKSTCAQL 45 
C_lupus (XP_536348)          MAPAGVSLVVTVLCLLAGA----GLAAG DRVYIHPFHL LVYSKSSCEQL 45 
G_gallus (XP_419584)         -----MKLAAGLLCLLLCF----TAVGC DRVYVHPFSL NAINESACEEL 40 
O_fasciatus (AEJ91608)       MQTLRS--PLLALLLCCYL----SGSQA NRVYVHPFHL FAAENVSCETL 43 
P_altivelis (CAP57927)       MDRALS--PLLLLLMLSCS----RISQA NRVYVHPFNL FASDNVSCETI 43 
D_rerio (NP_932329)          ----MK--MFLAFLFLSCF----AMART NRVYVHPFNL FSSENISCEVI 39 
P_marinus (ADK22836)         --MKLFILLLLAFCAALCSPCVGEEDYD DRPYMQPFHL IPPPLSVQATE 47 
L_camtschaticum (ADK56280)   --MKLFI-LLLAFCAALCSPCVGEEDYD ERPYMQPFHL IPPSLSVQVTE 46 
L_fluviatilis (CAV16871)     --MKLFI-VLLAFCAALCSPCVGEEDYD ERPYMQPFHL IPPSLSVQATE 46 
H_sapiensHsp47 (NP_001193943)---MRSLLLLSAFCLL------------ ---------- -EAALAAE--- 20 
 
Abbildung 30: Alignment der N-Termini von Angiotensinogen-Sequenzen  
Dargestellt ist ein Alignment des N-terminalen Bereichs von Angiotensinogen-Sequenzen. Die Angiotensin I-
Sequenz (lila Rahmen) hat in allen Vertebratengruppen konservierte Aminosäuren (schwarz-weiß invertiert). 
Ungewöhnlich ist Prolin bei Knorpelfischen und Rundmäulern, statt Valin an der 3. Position der Angiotensin I-
Sequenz (rot). Die zugehörigen Zugangsnummern der GenBank®-Datenbank sind in Klammen angegeben. Das 
vollständige Alignment ist dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 8.7.6). Die Kristallstrukturdaten des 
Angiotensinogens der Hausmaus (Mus musculus) dienten zur Ableitung der Sekundärstrukturelemente (PDB-ID: 
2wxx). 
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Ein Modell der Tertiärstruktur von CpAng wurde mit den Strukturdaten des murinen 
Angiotensinogens (PDB-ID: 2wxxC, Übereinstimmung: 23 %) erstellt, ohne Berücksichtigung 
der Aminosäure an Position 447, weil für diese Aminosäure keine Kristallstrukturdaten 
verfügbar waren. Es zeigt die typische Serpinstruktur mit acht α-Helices und drei                     
β-Faltblättern (Abbildung 31). Der β-Faltblattstrang s4A wird trotz der Berücksichtigung aller 
Aminosäuren in der Modellierung nicht vollständig dargestellt. Dennoch deutet das Modell 
an, dass er nicht in das β-Faltblatt A eingelagert, sondern exponiert an der oberen Seite des 
Serpins vorliegt. Die potenziellen N-Glykosylierungsstellen sind auf der Oberfläche des 
gefalteten Serpins positioniert und für N-Glykosylierungen zugänglich. Außerdem gibt das 
Modell einen Hinweis auf die mögliche Ausbildung einer Disulfidbrücke zwischen Cys32 und 
Cys144, da diese eine räumliche Nähe besitzen. Die Distanzen der übrigen Cystein-Reste 
(Cys261 und Cys285) zueinander oder zu Cys32 und Cys144 sind zu groß um Disulfidbrücken 
bilden zu können.  
 
 
 
Abbildung 31: Modell der Tertiärstruktur von CpSpnV2_3  
Die acht α-Helices sind gelb und die β-Faltblätter sind rot (sA), blau (sB) und grün (sC) markiert. Die Cystein-
Reste und die möglichen N-Glykosylierungsstellen sind gekennzeichnet. CpSpnV2_3 ist ein nicht-inhibitorisches 
Serpin und besitzt keine Hinge-Region. Das Modell wurde mit Hilfe der Kristallstrukturdaten des 
Angiotensiongens der Hausmaus erstellt (PDB-ID: 2wxxC). 
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Serpin CpSpnV3_1 
Teilsequenzen aus Knorpelfischen konnten nach Datenbankanalysen und durch 
charakteristische Sequenzmotive Neuroserpin zugeordnet werden. Über ein Alignment mit 
weiteren Neuroserpin-Sequenzen aus Knochenfischen und Amphibien wurden Primer für die 
Isolierung einer Teilsequenz entworfen (Abschnitt 5.1.1). Der Vergleich der vollständigen 
abgeleiteten Sequenz mit Sequenzen der Proteindatenbank (GenBank®) bestätigt mit einem 
e-Value von Null die Isolierung von Neuroserpin aus Chiloscyllium punctatum (CpNS), das 
durch große Sequenzübereinstimmungen (64,7 % bis 54,5 %) und Sequenzähnlichkeiten 
(77,9 % bis 81,8 %) zu Neuroserpinsequenzen verschiedener Vertebratengruppen 
unterstützt wird (Abbildung 32).  
Neuroserpin ist ein inhibitorisches Serpin mit einer Lokalisation im regulierten 
sekretorischen Pfad (Ishigami et al., 2007), dessen Einschleusung in den regulierten 
sekretorischen Pfad nicht über ein übliches Motiv wie KDEL oder HDEL gelenkt wird, sondern 
durch ein C-terminales Signal aus 13 Aminosäuren. Der C-Terminus der CpNS-Sequenz weist 
ein vergleichbares ER-Retentionssignal auf (Aminosäuren 399-411), das zusammen mit der 
vorhergesagten potenziellen N-terminalen Signalsequenz (Aminosäuren 1-20) auf die 
Einschleusung in den regulierten sekretorischen Pfad hindeutet (Abbildungen 32 und 33 B). 
Kennzeichnend für Neuroserpin ist außerdem eine Insertion zwischen den                                
β-Faltblattsträngen s1B und s2B mit einem definierten Sequenzmotiv (DGSNEAGG; Omega-
Schleife; Takehara et al., 2009). Die Sequenz aus Chiloscyllium punctatum trägt zwischen 
diesen beiden β-Faltblattsträngen ebenfalls eine Insertion von acht Aminosäuren (Position 
231-238). Das Sequenzmotiv der Omega-Schleife von CpNS hat eine 100 %ige 
Übereinstimmung zu den Motiven aus höheren Vertebraten und Amphibien, wohingegen die 
Sequenzen aus Knochenfischen (Danio rerio und Xiphophorus nigrensis) und dem 
Elefantenhai (Callorhinchus milii) abweichen (Abbildung 33 A). Weiter zeigt die 
Proteinsequenz von CpNS eine potenzielle N-Glykosylierungsstelle (Asn158), eine typische 
Hinge-Region (Aminosäuren 349-355), gefolgt von Arginin363 und Methionin364 an den 
Positionen P1 und P1‘ des RSL. Für Neuroserpin als Inhibitor von Plasmin und 
gewebsspezifischen Plasminogen Aktivator Inhibitor sind Arginin und Methionin an diesen 
Positionen konserviert. Auch die flankierenden Positionen der Proteasespaltstelle (P6 bis 
P9‘) ähneln denen aus Neuroserpin-Sequenzen anderer Vertebraten (Abbildung 33 B). 
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Abbildung 32: Aminosäuresequenz von CpSpnV3_1  
Die Proteinsequenz von CpSpnV3_1 zeigt eine Hinge-Region mit charakteristischen kleinen Aminosäuren (lila), 
gefolgt von der Serpinsignatur (schwarzer Rahmen), worauf das neuroserpin-typische ER-Retentionssignal folgt 
(schwarz-weiß invertiert). Am N-Terminus ist eine Signalsequenz, die das Protein aus der Zelle ausschleust 
(brauner Rahmen). Die einzige mögliche N-Glykosylierungsstelle ist mit einem Pfeil (↑) und die Positionen P4 bis 
P4‘ sind mit einem blauen Rahmen gekennzeichnet. An den Positionen P1 und P1‘ sind die konservierten 
Aminosäuren Arginin und Methionin lokalisiert (grau). Eine Insertion zwischen den β-Faltblättern s1B und s2B 
ist mit einem grauen Rahmen gekennzeichnet. Die α-Helices (gelb) und die β-Faltblätter A (rot), B (blau) und C 
(grün) der Sekundärstruktur sind hervorgehoben. 
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A 
H_sapiens (CAB03626)          MMYQQGE  FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMLVLSRQEVPL 264 
M_musculus (CAA04935)         MMYQQGE  FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMLALSRQEVPL 264 
G_gallus (NP_001004411)       MMYQQGE  FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMIVLSRQEVPL 264  
T_guttata (NP_001232125)      MMYQQGE  FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMIVLSRQEVPL 264 
X_tropicalis (NP_001116965)   MMYQKGE  FYYGEFTDGSNEAGGVYQVLELPYEGDEISLIIVLSRQEVPL 264 
X_laevis (CAJ19239)           MMYQKGE  FYYGEFTDGSNEAGGVYQVLELPYEGDEISLIIVLSRQEVPL 264 
D_rerio (NP_001122164)        MMYQQGD  FYYGEFSDGTTEAGGVYQVLEMLYEGEDMSMMIVLPRQEVPL 266 
S_salar(NP_00113388)          MMYQQGD  FYYGEFSDGSSEAGGVYQVLEMPYEGEDMSMLVVLPRQEVPL 265 
X_nigrensis (ADI40741)        MMYQQGD  FYYGEFSDGSQEAGGVYQVLEMPYEGEDMSMMIILPRQEVPL 272 
C_punctatum                   MMYQQGD  FNYGEFSDGSNEAGGVYQVLEMPYIGDEMSMMIVLPRQEVQL 265 
C_milii (AFM91007)            MMYQQGE  FYYGEFTDGTDEAGGIYQVVELPYKGDEMSMMIVLPRQEVQL 265 
A_carolinensis (XP_003218193) MMYQQGE  FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMIVLSRQEVPL 264 
H_sapiensA1AT (NP_001002235)  MMKRLGM  FNIQHCK--------KLSSWVLLMKYLGNATAIFFLPDEGKL 284 
                     s3C             s1B                                 s2B                         s3B 
 
B 
E_caballus (XP_001490836)   SGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFLIRNRRIGTILFMGRVMHPETMNTSGHDFEEL 410  
H_sapiens (CAB03626)        SGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFLIRNRRTGTILFMGRVMHPETMNTSGHDFEEL 410  
M_musculus (CAA04939)       SGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFLYLIRNRKSGIILFMGRVMNPETMNTSGHDFEEL 410  
O_anatinus (XP_001505567)   SGMIAISRMAVLYPQVIIDHPFFFLIRNRRTGTILFMGRVMHPEALNASGHDFEEL 410  
G_gallus (NP_001004411)     SGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFLVRNRRTGTVLFMGRVMHPEAMNTSGHDFEEL 410  
T_guttata (NP_001232125)    SGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFLVRNRRTGTVLFMGRVMHPEAMNSSGHDFEKL 410 
X_laevis (CAJ19239)         SGMIANSRMAVLYPQVIVDHPFFFVIRNRKTGSVLFMGRVMHPETLTTTGHDFEEL 410  
X_tropicalis (NP_001116965) SGMIANSRMAVLYPQVIVDHPFFFVIRNRKTGSVLFMGRVMHPETLHTIGHDFEEL 410  
X_nigrensis (ADI40741)      SGMIALTRTLVLNQQVMADHPFFFVIRNRRTGSILFMGRVMTPEVVEPFDHDFDSI 418  
D_rerio (NP_001122164)      SGMIALTRTLVLYPQVMADHPFFFIIRNRKTGSILFMGRVMNPELIDPFDNNFDM- 415  
S_salar(NP_00113388)        SGMIALTRTLVLYPQVMADHPFFFIIRNRRTGSVLFMGRVMTPEVIEPTDFDNDSM 411  
C_punctatum                 SEMIAVSRMMVLTPQIIADHPFFFLIRNQRTGTILFMGRVMHPENIHPNEHDFEAL 411  
C_milii (AFM91007)          SGMIISNRMGSLAPQVLADHPFFFLIRNRKTGTIYFMGRVMHPEDIDPTEKYPEAS 411 
L_erinacea (CV067694)       AEMIAVSRMLTLNPQVIADHPFFFLIRNQRTGTILFMGRVMHPEDTNPNGHDFEAL  82 
H_sapiensA1AT (NP_001121179)M--FLEAIPMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQK---------- 418  
                                   ││         s1C                      4B                      s5B             ER-Retentionssignal 
                      P1  P1‘   
 
Abbildung 33:  Alignment der Insertion zwischen s1B und s2B und des C-Terminus von Neuroserpin-
Sequenzen 
(A) Das Alignment zeigt die einheitliche Insertion zwischen den beiden β-Faltblattsträngen s1B und s2B von 
Neuroserpin-Sequenzen (schwarz-weiß invertiert). Die Aminosäuren sind stark konserviert, wobei die Insertion 
bei Knochenfischen und dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) abweichen. Deutlich wird die Insertion im 
Vergleich zur humanen α1-Antitrypsin-Sequenz (rot). (B) Abgebildet ist ein Alignment der C-Termini von 
Neuroserpin-Sequenzen und CpNS (Clustal Omega). Schwarz-weiß invertiert sind die konservierten Positionen 
im RSL dargestellt. Die konservierten Aminosäuren des C-terminalen ER-Retentionssignals sind grün markiert. 
Rot ist die Extension der Neuroserpin-Sequenzen im Vergleich zur humanen α1-Antitrypsin-Sequenz 
gekennzeichnet. Die zugehörigen Zugangsnummern der GenBank®-Datenbank sind in Klammern angegeben. 
Das vollständige Alignment ist dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 8.8.2). Die Kristallstrukturdaten des 
humanen Neuroserpins (Homo sapiens) dienen zur Kennzeichnung der Sekundärstrukturelemente (PDB-ID: 
3f5n).  
 
 
Das Modell für CpNS wurde auf Basis des humanen Neuroserpins (PDB-ID: 3f5nA, 
Übereinstimmung: 64 %) erstellt und zeigt neben der serpintypischen Anordnung der            
α-Helices und β-Faltblätter, dass Asn158 als einzige potenzielle N-Glykosylierungsstelle auf 
der Proteinoberfläche liegt und zugänglich ist (Abbildung 34 A). Der RSL und die Positionen 
P1 und P1‘ liegen vollständig exponiert und somit zugänglich für die Zielprotease vor. 
Auffällig ist die α-Helix im RSL, die auch die reaktiven Positionen umfasst. Die Insertion 
zwischen den β-Faltblattsträngen s1B und s2B ist, wie für das humane Neuroserpin 
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beschrieben, als eine exponierte Schleife dargestellt und steht für mögliche 
Wechselwirkungen zur Verfügung (Abbildung 34 B; Takehara et al., 2009). Das Modell  
beinhaltet nur die Aminosäuren 27-401, da für die übrigen Aminosäuren des CpNS keine 
Strukturdaten zur Verfügung standen.  
 
A                                                                             B 
 
 
Abbildung 34: Modell der Tertiärstruktur von CpSpnV3_1  
Die neun α-Helices sind gelb und die β-Faltblätter sind rot (sA), blau (sB) und grün (sC) markiert. Die Positionen 
P1 und P1‘ sowie die mögliche N-Glykosylierungsstelle sind gekennzeichnet. Die Hinge-Region ist lila eingefärbt. 
(A) Das Serpin in der Frontansicht zeigt den typischen Aufbau. (B) In der Seitenansicht ist die freiliegende 
Omega-Schleife sichtbar (schwarzer-gestrichelter Kreis). Das Modell wurde auf Basis der Kristallstrukturdaten 
des humanen Neuroserpins erstellt (PDB-ID: 3f5nA). 
 
 
Serpin CpSpnV3_2 
Die Amplifikation der Teilsequenz von CpSpnV3_2 wurde über individuelle degenerierte 
Primer für Protease Nexin-1 (PN-1) erreicht. Der Vergleich mit Sequenzen der 
Proteindatenbank (GenBank®) bestätigt die Isolierung von PN-1 aus Chiloscyllium punctatum 
(CpPN-1). Ausnahmslos werden Ähnlichkeiten mit PN-1 ausgegeben mit der größten 
Ähnlichkeit zu einer Sequenz aus dem Schwertwal (Orcinus orca, Zugangsnr.: XP_004262692, 
e-Value: 3e-147).  
Zwischen den Aminosäuren 19 und 20 der CpPN-1-Proteinsequenz kann eine potenzielle 
Signalpeptidasespaltstelle vorhergesagt werden. Zusammen mit einer typischen Hinge-
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Region (Aminosäuren 348-354) aus kleinen Aminosäuren korreliert dies mit der 
extrazellulären Lokalisation und der inhibitorischen Aktivität von PN-1 (Abbildung 35; Law et 
al., 2006). Die α-Helix D (Aminosäuren 87-99) und deren Umgebung von CpPN-1 fallen durch 
die basischen Aminosäuren auf, die im Vergleich mit anderen PN-1-Sequenzen mit den 
Positionen der Glykosaminoglykanbindestelle übereinstimmen (Abbildungen 35 und 36 A). 
Auch die Bindestelle des Low Density Lipoprotein Receptor Related Protein (LRP) 
(46PTENTIISPHGI57), durch welches der Abbauprozess des PN-1-Zielprotease-Komplexes 
eingeleitet wird, kann im Vergleich mit anderen PN-1-Sequenzen in CpPN-1 im Bereich vom                     
β-Faltblattstrang s6B und der α-Helix B nachgewiesen werden (Abbildung 36 A; Crisp et al., 
2000). Die Proteinsequenz zeigt neben einer potenziellen N-Glykosylierungsstelle an Position 
158 zwei Cytein-Reste (Cys19, Cys326), die auf keinen Fall eine Disulfidbrücke ausbilden, da 
Cys19 innerhalb der Signalsequenz lokalisiert ist.  
Obwohl auch die Sequenzvergleiche mit PN-1-Sequenzen Ähnlichkeiten von 67,5 % bis       
73,0 % und Übereinstimmungen von 46,6 % bis 51,0 % ausgeben und CpPN-1 als PN-1 
bestätigen, zeigt die RSL-Sequenz Auffälligkeiten. Die Positionen P1 und P1‘ des RSL von 
CpPN-1 sind mit Lysin362 und Serin363 besetzt, die in PN-1 gewöhnlich mit Arginin und Serin 
besetzt sind (Abbildung 36 B). Der Vergleich mit PN-1-Sequenzen deckt außerdem eine 
Insertion von zwei Aminosäuren hinter der Position P2‘ des RSL auf (Abbildung 36 B). Die 
Länge des RSL ist generell stark konserviert, da diese dazu beiträgt die Protease auf die 
andere Seite des Serpins zu transportieren, wo sie deformiert wird. Ist der RSL zu lang oder 
zu kurz, wird die Protease nicht richtig deformiert und kann die Deacylierungsreaktion 
einleiten. Maßgeblich sind dabei jedoch die Positionen P15 bis P1 des RSL. Dennoch führt die 
Insertion zu einer Veränderung der Positionen P3‘ und P4‘, die ebenfalls die 
Inhibierungsreaktion beeinflussen und in PN-1-Sequenzen konserviert sind. 
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        10        20        30        40         50          60     70 
 
MGKVGILVILSVLIESVHCQWKHTQVSEFGSDLGMKIFNQVVNSNPTENTIISPHGITSVLGMLQLGAGA 
                                                                                           hA                                        s6B                     hB 
 
        80        90       100       110       120       130       140 
 
RTRQQLNNALKYNSYGIYKKIKKIHKSLTESRNQDIVTIANGLFAPSDFAMEQSFLRKLQVLYQAAVRNV 
           hC                                                          hD                                  s2A                                      hE                         s1A 
 
       150       160       170       180       190       200       210 
 
HYENPVEAASAINLWTRNQTRGMITNLISPSMLSETTRLVVVNALFFKGLWKSRFLPENTRNRDFYAADG 
                              hF             ↑                                                                  s3A                                                   s4C 
 
       220       230       240       250       260       270       280 
 
NVYQVPMMSQKATFSFGMAITPTNVKYYILELPYHGGTISMFVVVPEEHNTPLSIITPHLDIQSIHGWKR 
             s3C                       s1B                              s2B                            s3B                                                              hH 
 
         290       300       310       320       330       340       350 
 
IMREKKLDIALPKFTAEAEIDLEQPLSALGITDMFDRTKANFGKICRSGELYVSQVLQKAKIEVNEDGTK 
               s2C                     s6A                   hI                                                                                         s5A 
 
       360       370       380       390     
 
ASAATAAVMMVKSLRIIPSFVVNRPFIYIIWHNPSGTILFIGQVSKP                                                                                                                               
Hinge                P1/P1‘              s1C                  s4B                        s5B 
 
Abbildung 35: Aminosäuresequenz von CpSpnV3_2 
Die abgeleitete Proteinsequenz zeigt eine Hinge-Region mit charakteristischen Aminosäuren (lila), gefolgt von 
den Positionen P4 bis P4‘ (blauer Rahmen). An den Positionen P1 und P1‘ sind Lysin und Serin lokalisiert (grau). 
V3_2 wird auf Grund seiner N-terminalen Signalsequenz, sekretiert (brauner Rahmen). Die mögliche                  
N-Glykosylierungsstelle (Pfeil ↑), die Cystein-Reste (gefüllte Dreiecke) und basische Aminosäuren, die 
möglicherweise an der Bindung von Glykosaminoglykanen beteiligt sind (offene Dreiecke), sind hervorgehoben. 
Die Serpinsignatur ist mit einem schwarzen Rahmen und die LRP-Bindestelle mit einem grauen Rahmen 
markiert. In gelb sind die α-Helices und die β-Faltblätter A, B und C sind in rot, blau und grün markiert.  
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A 
O_fasciatus (AEJ91607)    PLENVVLSPHGVASILGMLLPGAHGVTRKQVLNALRYKKKGPY-----NMLKRLHKTLTAKSNQ 106 
T_rubripes (XP_003968802) PLDNIVLSPHGVASILGMLLPGAHGETRKQVLTALRYKKNGPY-----KMLKKLHKTLTAKANQ 106 
O_niloticus(XP_003456347) PLENVVLSPHGVASILGMLLSGAHGETRKQILNALRYKKNGPY-----KMLKKLHKNLTGKANQ 106 
S_salar (NP_001133589)    PQQNVVLSPHGVASILGMLLPGTHGETRRQLLTALRYKKNGPY-----KMLRKLHKTLTAKSNQ 109 
D_rerio (AAI63961)        AQENVLLSPHGVASVLGMLLPGAHGDTRRQLLNGLKYKKNGPY-----KMLRKLHKSLTTKSNA 104 
H_sapiens (P07093)        PHDNIVISPHGIASVLGMLQLGADGRTKKQLAMVMRYGVNGVG-----KILKKINKAIVSKKNK 105 
B_taurus (NP_777094)      PHDNIIISPHGIASVLGMLQLGADGRTKKQLTTVMRYGVNGVG-----KMLKKINKAIVSKKNK 105 
M_musculus (NP_033281)    PHENVVVSPHGIASILGMLQLGADGKTKKQLSTVMRYNVNGVG-----KVLKKINKAIVSKKNK 105 
A_carolin. (XP_003218312) PKDNVVVSPHGIASVLGMLQLGADGKTKKQLTTVMRYSVNGVG-----KVLKKINKAIVAKRNK 104 
X_laevis (NP_001086989)   PHENIVMSPHGISSVLGMLQLGADGKTKKQLMTVMRYKINEVA-----KSLKKINRAIVAKKNK 104 
X_tropicalis (NP_988931)  PHENFVMSPHGISSVLGMLQLGADGKTKKQLMTVMRYKINEVA-----KSLKKINRAIVAKKNK 104 
S_acanthias (ES605883)    PTENIIMSPHGIASVLGMLQLGAGARTRQQLNIALKYSSYGIY-----RKLKRIQKSLTESRNQ 104 
C_punctatum               PTENTIISPHGITSVLGMLQLGAGARTRQQLNNALKYNSYGIY-----KKIKKIHKSLTESRNQ 104 
T_californica (EH115656)  PTENIIMSPHGIASLLGMLHLGADGSTREQLRNALKYNSNGVH-----KKLXRIQKLLTERRNX 104 
H_sap.A1AT(NP_001121179)  NSTNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNLTEIPEAQIHEGFQELLRTLNQPDSQ 133 
                                                                        s6B                hB                                 hC                                           hD 
 
B 
O_fasciatus (AEJ91607)           AKVVVNEDGTKAAAATTAILLARSS--PPWVTVDRPFLFLIRHNPTGTIL 389 
T_rubripes (XP_003968802)        AKIEVNEDGTKASAATTAILIARSS--PPWVAVDRPFLFLIRHNPTGTIL 389 
O_niloticus(XP_003456347)        AKIIVNEDGTKAAAATTAFFLARSS--PPWVTVDRPFMFLIRHNPTGTIL 389 
S_salar (NP_001133589)           AKIEINEDGTKAAAVTTAILMARSS--PPWVIVDRPFLFLIRHNPTGTIL 392 
D_rerio (AAI63961)               AKIEVNEDGTKASATTSVILHARSS--PPWVTVDRPFLFLIRHNSSGTIL 387 
H_sapiens (P07093)               AKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFIVDRPFLFFIRHNPTGAVL 390 
B_taurus (NP_777094)             AKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFIVDRPFLFFIRHNPTGAVL 389 
M_musculus (NP_033281)           AKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFIVDRPFLFSIRHNPTGAIL 389 
A_carolinensis (XP_003218312)    AKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFVVDRAFVFFIRHNPTGAVL 388 
X_laevis (NP_001086989)          AKIEVNEDGTKASGATTAVLIARSS--PRWFTVDRPFLFFIRHNPTGAVL 387 
X_tropicalis (NP_988931)         AKIEVNEDGTKASGATTAVLIARSS--PRWFTVDRPFLFFIRHNPTGAVL 387 
C_punctatum                      AKIEVNEDGTKASAATAAVMMVKSLRIIPSFVVNRPFIYIIWHNPSGTIL 389 
H_sapiensA1AT(NP_001121179)      AVLTIDEKGTEAAGAMFLEAIP--MSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPL 407 
                                            │                         ││                
                                 P15 Hinge                  P1  P1‘           s1C                 s4B                s5B 
 
Abbildung 36:  Alignment von Protease Nexin-1-Sequenzen der N-Termini und C-Termini 
Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt. (A) Die basischen Aminosäuren der 
Glykosaminoglykanbindestelle sind schwarz-weiß invertiert und die charakteristische LRP-Bindestelle ist blau 
und die Sequenzierlücke ist gelb hervorgehoben. (B) Schwarz-weiß invertiert sind die konservierten Positionen 
im RSL dargestellt. Die abweichende Aminosäure Lysin an der Position P1 des Proteins aus Chiloscyllium 
punctatum ist rot und die Insertion im RSL ist grün markiert. Die zugehörigen Zugangsnummern für die 
GenBank®-Datenbank sind in Klammern angegeben. Das vollständige Alignment ist dem Anhang zu entnehmen 
(Abschnitt 8.8.4). (A_carolin. steht für Anolis carolinensis und H_sapA1AT für α1-Antitrypsin von Homo sapiens). 
Die Sekundärstrukturelemente wurden von den Kristallstrukturdaten des humanen PN-1 abgeleitet (PDB-
ID:4dy0). 
 
 
Für die Erstellung der dreidimensionalen Tertiärstruktur von CpSpnV3_2 wurde ein Modell 
auf Basis der Kristallstrukturdaten des humanen PN-1 (PDB-ID: 4dy0A, Übereinstimmung:    
51 %) erzeugt. Die Übereinstimmung bekräftigt CpSpnV3_2, trotz der Abweichungen im RSL, 
als PN-1. Das Modell in Abbildung 37 beinhaltet die Aminosäuren 26-357 und 372-397, 
wobei es sich bei den Aminosäuren 1-19 um die Signalsequenz handelt, die im reifen Protein 
abgespalten ist. Die Tertiärstruktur des Serpins ist charakteristisch aus neun α-Helices und 
drei β-Faltblättern aufgebaut. Trotz der zwei zusätzlichen Aminosäuren im RSL, die in der 
Modellierung berücksichtigt werden, erscheint dieser exponiert an der oberen Seite des 
Serpins. Leider wird der RSL durch die abgelegten Daten nicht vollständig abgedeckt, so dass 
die Positionen P1 und P1‘ nicht im Modell erfasst sind. Die in der Primärstruktur 
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identifizierte potenzielle N-Glykosylierungsstelle (Asn158) ist dem Modell nach an der 
Proteinoberfläche positioniert und kann für posttranslationale Modifikationen genutzt 
werden. Abschließend bestärken die bioinformatischen Analysen durch die nachgewiesenen 
charakteristischen Merkmale und die Sequenzähnlichkeiten die Isolierung von PN-1 aus 
Chiloscyllium punctatum (CpPN-1) durch CpSpnV3_2, obwohl der stark veränderte RSL auf 
eine andere Zielprotease und ein verändertes Proteasespektrum hinweist.  
 
 
 
Abbildung 37: Modell der Tertiärstruktur von CpSpnV3_2  
Die neun α-Helices sind gelb und die β-Faltblätter sind rot (sA), blau (sB) und grün (sC) markiert. Die Positionen 
P1 und P1‘ sowie die mögliche N-Glykosylierungsstelle sind gekennzeichnet. Die Hinge-Region ist lila eingefärbt. 
Die basischen Aminosäuren der α-Helix D und deren Umgebung sind als Kalotten dargestellt. Das Modell 
basiert auf den Kristallstrukturdaten des humanen PN-1 (PDB-ID: 4dy0A). 
 
Serpin CpSpnV4_1 
Die Teilsequenz für CpSpnV4_1 wurde mit genspezifischen Primern gewonnen, die aus einer 
Teilsequenz des weißgepunkteten Bambushais (Chiloscyllium plagiosum, Zugangsnr.: 
GE329094) abgeleitet wurden. Datenbankanalysen der Teilsequenz des weißgepunkteten 
Bambushais zeigen Ähnlichkeiten zu α2-Antiplasmin mit e-Values zwischen 1e-29 und 1e-15. 
Die Datenbankanalyse der vollständigen Proteinsequenz aus Chiloscyllium punctatum stellt 
ebenfalls eine Ähnlichkeit mit α2-Antiplasmin mit e-Values zwischen 4e-103 und 9e-62 fest. 
Die Ergebnisse der Datenbankanalyse werden durch Sequenzähnlichkeiten (48,8 % bis       
59,2 %) eines paarweisen Vergleichs mit α2-Antiplasmin aus Vertebraten bestätigt, obwohl 
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die Sequenzübereinstimmungen mit 28,9 % bis 34,8 % niedrig sind. CpSpnV4_1 ist ein 
inhibitorisches und sekretiertes Serpin, worauf eine konservierte Hinge-Region 
(Aminosäuren 409-415) aus kleinen Aminosäuren und ein vorhergesagtes N-terminales 
Signalpeptid (Aminosäuren 1-19) hindeuten (Abbildung 38). Die Hinge-Region fällt durch die 
unübliche Aminosäure Valin410 statt Serin oder Threonin auf. Valin ist wie Serin und Threonin 
jedoch eine kleine, neutrale Aminosäure und behindert die Einlagerung des RSL in das              
β-Faltblatt A nicht. α2-Antiplasmin-Sequenzen zeichnen sich durch Extensionen an beiden 
Termini im Vergleich zum Referenzserpin dem humanen α1-Antitrypsin aus, weshalb das 
Auftreten von Extensionen an beiden Termini der abgeleiteten Proteinsequenz CpSpnV4_1 
als α2-Antiplasmin aus Chiloscyllium punctatum (Cpα2AP) bekräftigt (Kernsequenz von 
Aminosäuren 111-454). Die C-terminale Extension beinhaltet einige Lysin-Reste (Lys455, 
Lys465, Lys477, Lys483), die in C-Termini von α2-Antiplasmin-Sequenzen anderer 
Vertebratengruppen (außer Knochenfischen und Vögeln) konserviert sind (Abbildung 39). 
Verglichen mit dem C-Terminus des humanen α2-Antiplasmins, ist der von Cpα2AP deutlich 
verkürzt (Abbildung 39). Im Vergleich mit α2-Antiplasmin-Sequenzen verschiedener 
Vertebratengruppen ist jedoch zu erkennen, dass der C-Terminus bis zur Entwicklung der 
Säugetiere deutliche Veränderungen erfahren hat, weshalb der Unterschied zwischen dem 
C-Terminus von Cpα2AP und dem humanen α2-Antiplasmin nicht ungewöhnlich ist 
(Abbildung 39). Die RSL-Sequenzen der Säugetiere unterscheiden sich zu denen anderer 
Vertebraten (Abbildung 39). Säugetiere besitzen zwei Spaltstellen, deren Positionen P1 und 
P1‘ mit Arginin-Methionin (für Plasmin und Trypsin) und Methionin-Serin (für Chymotrypsin) 
überlappend sind (Potempa et al., 1988). Cpα2AP hat wie α2-Antiplasmin-Sequenzen aus 
Knochenfischen, Amphibien und Vögeln mit Methionin eine Deletion innerhalb der 
überlappenden Positionen P1 und P1‘, so dass die Distanz der Hinge-Region bis zur Position 
P1 in Cpα2AP nur 14 Aminosäuren anstatt den üblichen 15 Aminosäuren umfasst und die 
Positionen P1 und P1‘ mit Arginin und Serin besetzt sind (Abbildung 39). Des Weiteren haben 
die bioinformatischen Analysen fünf potenzielle N-Glykosylierungsstellen (Asn21, Asn146, 
Asn162, Asn337, Asn421) und vier Cystein-Reste (Cys90, Cys163, Cys166, Cys169) für mögliche 
Disulfidbrücken aufgedeckt. Asn412 befindet sich an der Position P2 und könnte einen 
Einfluss auf die inhibitorische Aktivität von Cpα2AP haben.  
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        10        20        30        40        50        60        70 
 
MNTWIFLPLMLFSIRPSTTTNVTDKLDKEKTQTEIDVLLATEHPVTHQAVREHPSGSLTPGEASVTGTPP 
                   ↑ 
 
        80        90       100       110       120       130       140 
 
SLTESPRPDLLHPVAAVPTCQKAQAPDGLQLLGEAISKFGLELFKEILQETSKPNVIISPLSIALGLAQL 
                                                          hA                                              s6B                  hB 
 
       150       160       170       180       190       200       210 
 
SLGAVNETEKQIQRSLHFLLLNCSHCTLCSSVESFRKSVLTVASSIYFQKGIQINQEFIKDSMRFYSSKP 
              ↑             hC                        ↑                   hD                             s2A                                        hE 
 
       220       230       240       250       260       270       280    
  
QLLTGINAKDTNAINSWVQEKTGGKIKTFFNEVPRNIVLLLLNAIHFKGLWQVQFDPLATASDVFYKEDG 
 s1A                              hF                                                                             s3A                                                  s4C 
 
       290       300       310       320       330       340       350 
 
SSVQVAMMQHPKYPISSFHDDDLQIEVARLSFKQNMGFIVVKPMGTGKLDSIVSRLNISDLLAHNFKTRP  
          s3C                           s1B                        s2B                        s3B                                  hG      ↑    hH 
 
       360       370       380       390       400       410       420  
 
MPVQIPKLNINFDVELNKALKNLGLGKLFSNPDLRRISPMPLLVSSIQHKAMMELKEEGVQAAASTGIAV 
    s2C              s6A                     hI                                                                                s5A                       Hinge 
 
↓      430       440       450       460       470       480  
 
NRSFMKWTINRPFFFIIRDDISGIPIFLGTIKDPKPQIQAGTREKLVVNLERIRRVKEMMNPK  
P1/P1’     s1C                  s4B                       s5B 
 
Abbildung 38: Aminosäuresequenz von CpSpnV4_1  
Die Proteinsequenz von CpSpnV4_1 zeigt die Serpinsignatur (schwarzer Rahmen), fünf mutmaßliche                                
N-Glykosylierungsstellen (Pfeile ↑), vier Cystein-Reste (gefülltes Dreieck) und eine Hinge-Region (lila). Die 
mutmaßlichen Positionen P1 und P1‘ (grau) sind mit Arginin und Serin besetzt und die Positionen P4 bis P4‘ mit 
einem blauen Rahmen gekennzeichnet. CpSpnV4_1 hat an beiden Termini Extensionen und eine Signalsequenz 
am N-Terminus (brauner Rahmen). α-Helices (gelb) und die β-Faltblätter A (rot), B (blau) und C (grün) sind 
markiert.   
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                                                                                      P14 Hinge               P1  P1‘       
                                  │                      ││         
M_musculus (NP_032904)          AGVEAAAATSVAMNRMSLSSFT-VNRPFLFFIMEDTIGVPLFVGSVR 434 
H_sapiens (AAH31592)            VGVEAAAATSIAMSRMSLSSFS-VNRPFLFFIFEDTTGLPLFVGSVR 434 
B_taurus (NP_777095)            AGVQAAAATSTAMSRMSLSSFI-VNRPFLFFILEDSTSLPLFVGSVR 435 
E_caballus (XP_001504386)       AGVEAAAATSVAMSRMSLSSFI-VNRPFLFFVLEDTTSLPLFVGSVR 434 
X_tropicalis (XP_002937193)     EGVEASAVTAVITSR-SHSVYR-INRPFLFFLFEDTMGIPLFMGHVR 583 
G_gallus (XP_003642447)         DGVEASAATGVMISR-SLSAFS-IDRPFIFILFEEEMGIPLFIGSVK 485 
M_gallopavo (XP_003211798)      DGVEASAATSVMISR-SLSAFN-LDRPFIFIIFEEEMGIPLFIGSVK 485 
T_rubripes (XP_003975967)       EGVKASAATVVTTLR-SISMFS-VNSPFLFALVDDASLVPLFMGIVT 403 
O_mykiss (NP_001185743)         EGADASAATSVTIMR-SVPIFF-VNSPFLFALVDHTSLAPLFLGTVT 391 
D_rerio (XP_688797)             EGAEASAATSFTLVR-TISFFS-VNMPFIFALVDDTSYTPLFLGIVT 389 
G_aculeatus (ENSGACP00000014384)EGAEAAAATTVVISRSSNPVFH-LTKPFFFAVMDDTTQVPIFMGVIN 442 
C_punctatum                     EGVQAAASTGIAVNR-SFMKWT-INRPFFFIIRDDISGIPIFLGTIK 452 
H_sapiensA1AT(NP_001121179)     KGTEAAGAMFLEAIPMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVV 413 
                                     │                         ││            
                      P15 Hinge                 P1  P1‘   s1C                     s4B                      s5B 
 
M_musculus (NP_032904)          NPNPSALPQLQEQRDSPDNRLIGQNDKADFHGGKTFGPDLKLAPRME 485 
H_sapiens (AAH31592)            NPNPSAPRELKEQQDSPGNKDFLQSLKGFPRGDKLFGPDLKLVPPME 485 
B_taurus (NP_777095)            NPNPGAQPERKEQQDSPDGKDSFQDHKGLPRGDKPFDPDLKLGPPSE 486 
E_caballus (XP_001504386)       NPNPGAQQERKEQQDSPDEKDFFQSLKAFPRGDKPFGPDLKLEPPSE 485 
X_tropicalis (XP_002937193)     NPNPGFQKTGFKDP------------KNFDKGFL------------- 605 
G_gallus (XP_003642447)         NPNPSAAPQVKELQDLPDATD-------------------------D 511 
M_gallopavo (XP_003211798)      NPNPNAAPQIKELQDLPDATD-------------------------D 511 
T_rubripes (XP_003975967)       NPAP-------DNDRMSNDDPLVNGTMSDQPVSVDNKNSNNLFTERA 447 
O_mykiss (NP_001185743)         NPAP-------DTSPMHIDSQLGDDPHGNNTQS-DSTNSNNVQSDGP 434 
D_rerio (XP_688797)             NPNPGAKTEQSDDPKTETESTRKSSKDPMSDGTLNDGPHQNMLSYML 440 
G_aculeatus (ENSGACP00000014384)NPNP--------DVPIFKR-EVGSKDLAGFQVDKSYVGSFSGA---- 476 
C_punctatum                     DP--------KP-QIQAGTRE-----KLVVNLERIRRV--KEMMN-- 481 
H_sapiensA1AT(NP_001121179)     NPTQK------------------------------------------ 418 
 
 
M_musculus (NP_032904)          EDYPQFSSPK----------- 491 
H_sapiens (AAH31592)            EDYPQFGSPK----------- 491 
B_taurus (NP_777095)            EDYAQPSSPK----------- 492 
E_caballus (XP_001504386)       EDYPQIDSPK----------- 491 
X_tropicalis (XP_002937193)     --------PK----------- 607 
G_gallus (XP_003642447)         NEYT---MPK----------- 514 
M_gallopavo (XP_003211798)      NEYP---MPK----------- 514 
T_rubripes (XP_003975967)       ACSAPTGENMNMD-------- 456 
O_mykiss (NP_001185743)         HSSNNVL-------------- 437 
D_rerio (XP_688797)             NMWKETVPQQFLGHQEMEDGN 457 
G_aculeatus (ENSGACP00000014384)--------PK----------- 478 
C_punctatum                     --------PK----------- 483 
H_sapiensA1AT(NP_001121179)     --------------------- 418 
 
Abbildung 39:  Alignment der C-Termini von α2-Antiplasmin-Sequenzen verschiedener Organismen mit 
CpSpnV4_1  
Abgebildet ist ein Alignment des C-terminalen Bereichs von α2-Antiplasmin-Sequenzen, das mit Clustal Omega 
erstellt wurde. Schwarz-weiß invertiert sind die konservierten Positionen P1 und P1‘ dargestellt. Die Deletion in 
Chiloscyllium punctatum, Knochenfischen, Vögeln und Amphibien im Gegensatz zu Säugetieren ist rot 
gekennzeichnet. Die Extension des C-Terminus ist im Vergleich zum humanen α1-Antitrypsin grün markiert. In 
lila sind die konservierten Lysin-Reste hervorgehoben. Die zugehörigen Zugangsnummern für die GenBank®-
Datenbank sind in Klammern angegeben. Das vollständige Alignment ist dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 
8.9.2). Die Sekundärstrukturelemente sind von den Kristallstrukturdaten der Hausmaus (Mus musculus) 
abgeleitet (PDB-ID: 2r9y).  
 
 
Auf Basis der Kristallstrukturdaten des murinen α2-Antiplasmins (PDB-ID: 2r9yA, 
Übereinstimmung 39 %) wurde ein Modell der Tertiärstruktur von Cpα2AP erstellt, das 
wegen fehlender Daten die Aminosäuren 1-95 und 465-483 nicht berücksichtigt, so dass 
über die räumliche Anordnung von Cys90 keine Aussage getroffen werden kann (Abbildung 
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40). Die übrigen Cystein-Reste (Cys163, Cys166 und Cys169) haben im Modell eine räumliche 
Nähe und könnten untereinander Disulfidbrücken ausbilden. Die vorhergesagten                   
N-Glykosylierungsstellen sind an der Proteinoberfläche des Modells lokalisiert. Asn21 wird im 
Modell nicht dargestellt, jedoch befindet sich diese N-Glykosylierungsstelle in der                  
N-terminalen Extension, welches auf die Zugänglichkeit hindeutet, weshalb alle                      
N-Glykosylierungsstellen für posttranslationale Modifikationen verwendet werden können. 
Der RSL liegt als exponierte Schleife an der oberen Seite des Serpins vor. Im Bereich der 
reaktiven Positionen P1 und P1‘ bildet der RSL dem Modell zur Folge eine α-Helix aus, so 
dass die potenzielle N-Glykosylierungsstelle Asn421, neben den exponierten Positionen P1 
und P1‘ eine andere räumliche Ausrichtung einnimmt und möglicherweise dadurch die 
Inhibierungsreaktion nicht behindert. 
 
 
 
Abbildung 40: Modell der Tertiärstruktur von CpSpnV4_1 
Die neun α-Helices sind gelb und die β-Faltblätter sind rot (sA), blau (sB) und grün (sC) markiert. Die Positionen 
P1 und P1‘, die Cystein-Reste sowie die möglichen N-Glykosylierungsstellen sind gekennzeichnet. Die Hinge-
Region ist lila eingefärbt. Zur Erstellung des Modells dienten die Kristallstrukturdaten des α2-Antiplasmins der 
Hausmaus (PDB-ID: 2r9yA). 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE                                                                                                         
91 
 
Serpin CpSpnV5_1 
Als Grundlage für die Primer  mit denen die Teilsequenz gewonnen wurde diente je eine 
Teilsequenz aus dem Dornhai (Squalus acanthias, Zugangsnr.: CV798311) und dem kleinen 
Rochen (Leucoraja erinacea, Zugangsnr.: DT725582; Weber, 2010). Der Vergleich der beiden 
Teilsequenzen mit Sequenzen aus der Proteindatenbank (GenBank®) ergab 
Übereinstimmungen mit ATIII-Sequenzen. Die Ähnlichkeiten werden durch den Vergleich der 
vollständigen Sequenz mit Sequenzen der Proteindatenbank (GenBank®) gefestigt, indem 
ausschließlich Ähnlichkeiten zu ATIII-Sequenzen verschiedener Vertebratengruppen mit 
einem e-Value von Null beschrieben werden. Der paarweise Sequenzvergleich von 
CpSpnV5_1 belegt ebenfalls die Isolierung von ATIII aus Chiloscyllium punctatum (CpATIII) 
durch hohe Sequenzübereinstimmungen zu der ATIII-Sequenz aus dem Haushuhn (Gallus 
gallus, Zugangsnr.: XP_422282) von 59,1 % und Sequenzähnlichkeiten über 70 %.  
Die abgeleitete Proteinsequenz hat neben der N-terminalen Signalsequenz mit der 
Signalpeptidasespaltstelle zwischen den Aminosäuren 15  und 16 eine typische Hinge-Region 
(Aminosäuren 408-414) aus kleinen Aminosäuren (Abbildung 41). Dies deckt sich mit der 
extrazellulären Lokalisation und der inhibitorischen Aktivität von ATIII. Zwischen der Hinge-
Region und der charakteristischen Serpinsignatur (Aminosäuren 431-441) befindet sich die 
Proteasespaltstelle im RSL. Die Positionen P2 bis P1‘ sind in ATIII-Sequenzen zu 100 % 
konserviert. Das Alignment mit CpATIII zeigt, dass bereits in Knorpelfischen dieses 
charakteristische Motiv vorhanden ist (Abbildung 42 B). Auch die konservierten basischen 
Aminosäuren der Glykosaminoglykanbindestelle in den α-Helices A und D und deren 
Umgebungen sind vollständig in der isolierten Sequenz von Chiloscyllium punctatum 
vorhanden (Abbildung 42 A). Zusätzlich deckten die Analysen der Proteinsequenz vier 
potenzielle N-Glykosylierungsstellen (Asn163, Asn183, Asn188 und Asn220) sowie sechs Cystein-
Reste (Cys29, Cys42, Cys123, Cys156, Cys275, Cys459) auf. Die Position und Anzahl der Cystein-
Reste stimmt mit den stark konservierten Cystein-Resten in ATIII-Sequenzen überein 
(Abbildung 42; Abschnitt 8.10.2). Auch die Anzahl und Position der potenziellen                       
N-Glykosylierungsstellen stimmen überein, obwohl diese nicht in allen Vertebratengruppen 
konserviert sind. 
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         10        20        30        40        50        60          70 
 
MRRFALFLYAVLVGAIDPTPSSDNSLTHCNTKLKDIPGQPMCVYRTPDKKTQTAQTADKATQPKAKDLPE  
                                                        
 
        80        90       100       110       120       130       140 
 
NTNPRVWELSRANSKFAFEFYKQLAKSKADGENIFLSPLSISTAFAMTKLGACGDTLQQLMEVFKFDTIT 
                                       hA                                                  s6B                    hB                                      hC                             
                     
       150       160       170       180       190       200       210 
 
EKTSDQVHYFFAKLNCRLYRKANKSSELVSANRLFGEKSLTYNQTFQNISEAVYSAKLIPVNFKDKPKSA 
                        hD                                 ↑                  s2A              ↑         ↑    hE                   s1A 
 
       220       230       240       250       260       270       280 
 
RKIINAWVANKTEGLIRDVIPPDAITPYTTLVIVNAIYFKGLWKSMFEKEVTVKRDFEKADRSICKAPMM  
          hF           ↑                                                                     s3A                                             s4C                             s3C 
 
       290       300       310       320       330       340       350 
 
QQQGSFRFGKFSKDGVKVIELPYKGDDVSMVLILPLAEATLTGVENQLTHEKIMGWLKQLTSTDVELSLP 
                   s1B                         s2B                       s3B                               hG                       hH                          s2C 
 
       360       370       380       390       400       410       420  
 
RFRVEDSFSLTDRLKQMGLNDLFNQEKANLPGIIEGTSNNIYIYDAFHKAFLEVNEEGSEAAGASTVIVM  
    s6A                    hI                                                                                                    s5A                      Hinge 
 
       430       440       450  
 
GRSLRPSLEIFNANRPFLLLIREVAINAIIFMGRISNPC  
P1/P1’                s1C                   s4B                      s5B                  
 
Abbildung 41: Aminosäuresequenz von CpSpnV5_1  
Die Proteinsequenz von CpSpnV5_1 zeigt eine typische Hinge-Region (lila), eine Serpinsignatur (schwarzer 
Rahmen) und eine Signalsequenz am N-Terminus (brauner Rahmen). Die Positionen P4 bis P4‘ sind mit einem 
blauen Rahmen gekennzeichnet, wobei an den Positionen P1 und P1‘ Arginin und Serin lokalisiert sind (grau). In 
den α-Helices A und D und deren Umgebungen sind basische Aminosäuren lokalisiert, die eine 
Glykosaminoglykanbindestelle darstellen könnten (offene Dreiecke) und mit dem humanen ATIII 
übereinstimmen. Die Sequenz zeigt sechs Cystein-Reste  (gefüllte  Dreiecke)  sowie  vier  Positionen  für  eine  
mögliche  N-Glykosylierung  (Pfeile ↑).  Die  α-Helices (gelb) und β-Faltblätter A (rot), B (blau) und C (grün) der 
Sekundärstruktur sind gekennzeichnet. 
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A 
D_rerio (NP_878283)          CNAKPKDLPLEPMCIYRNPDEIQPN---------KEPENIPVGTNPR 62 
T_rubripes (BAA77461)        CGAKPRDLALEPRCIYRSPDPEAPEP--------LTTHPVPGSTNPR 62  
P_altivelis (CAZ73991)       CSAKPRDLPLEPKCIYRSPDV-EPTGD-------SDPEKVPEATNPR 65 
S_salar (CAB64714)           CNAKPKDVPLEPRCIYRSPEDEAPTGD-------AIPEKVPENTNPR 66  
C_punctatum                  CNTKLKDIPGQPMCVYRTPDKKTQTAQTADKATQPKAKDLPENTNPR 75  
M_musculus (NP_543120)       CIAKPRDIPVNPLCIYRSPGKKATEE----DGSE---QKVPEATNRR 80  
B_taurus (NP_001029870)      CTAKPRDIPVNPMCIYRSSEKKATEG----QGSE---QKIPGATNRR 80 
H_sapiens (NP_000479)        CTAKPRDIPMNPMCIYRSPEKKATED----EGSE---QKIPEATNRR 79  
G_gallus (XP_422282)         CTAKPRDIPVNPICIYRNPEKKPQES----EVLEPGKGRIPEFTNPR 68 
S_punctatus (AAL73207)       CTAKPRDIAVNPMCIYRSPEKKLQEG----EGPEQEKEKLPDFTNPR 67 
X_laevis (NP_001080079)      CLAKPKDIPLTPMCVYRKPLEVVETEEKE-KEPTTQEQKVPESTNPR 70 
H_sapiensA1AT (NP_001121179) CCLVPVSLAEDPQ------------GDAA----QKTDTSHHDQDHPT 48 
                                                                              hA 
B 
D_rerio (NP_878283)          GACNTTLEQLMKVFQFDTIKEKTSDQVHFFFAKLNCRLYRKKHET 152 
T_rubripes (BAA77461)        GACNQTLEQLMRVFEFDTIKEKTLDQVHFFFAKLNCRLYRKKDKS 152 
P_altivelis (CAZ73991)       GACNDTLKQIMNVFKFDTIKEKTSDQVHFFFAKLNCRLYRKKDKS 155 
S_salar (CAB64714)           GACNNTLKQIMNVFEFDTIKEKTSDQVHFFFAKLNCRLYRKKDKT 156 
C_punctatum                  GACGDTLQQLMEVFKFDTITEKTSDQVHYFFAKLNCRLYRKANKS 165 
C_plagiosum (GE328575)       GACGDTLQQLMEVFKFDTITEKTSDQVHYFFAKLNCRLYRKANKS  95 
S_acanthias (CV798311)       GACGDTLQQLMEVFHFDGITEKTSDQVHYFFAKLNCRLYRKANKS 165   
M_musculus (NP_543120)       GACNDTLKQLMEVFKFDTISEKTSDQIHFFFAKLNCRLYRKANKS 170 
B_taurus (NP_001029870)      GACDNTLKQLMEVFKFDTISEKTSDQIHFFFAKLNCRLYRKANKS 170 
H_sapiens (NP_000479)        GACNDTLQQLMEVFKFDTISEKTSDQIHFFFAKLNCRLYRKANKS 169 
G_gallus (XP_422282)         GACGDTLQQLMEVFQFDTISEKTSDQVHFFFAKLNCRLYKKANKS 158 
S_punctatus (AAL73207)       GACGSTLQQLMEVFRFDTISEKTSDQIHFFFAKLNCRLYKKANKS 157 
X_laevis (NP_001080079)      GACNNTLKQLMEVFHFDTVSERASDQIHYFFAKLNCRLFRKANKS 160 
H_sapiensA1AT (NP_001121179) GTKADTHDEILEGLNFNL-TEIPEAQIHEGFQELLRT-LNQPDSQ 133 
                                         hC                               hD                         hD                         s2A 
 
C 
D_rerio (NP_878283)          NEEGSEASAATAVVATGRSLNIFREQFVADRPFLLFIRESSINALIFT 440 
T_rubripes (BAA77461)        NEEGSEAAAATAAVATGRSINLNREIFQANRPFLLLIREASINTLLFI 439 
P_altivelis (CAZ73991)       NEEGSEAAAATAVVAIGRSINFNRELFVANRPFMLLIRESTINTMVFT 442 
S_salar (CAB64714)           NEEGSEAAAATAVMAVGRSINSNREMFVANKPFLLLIRESTINTMVFT 443 
C_punctatum                  NEEGSEAAGASTVIVMGRSLRPSLEIFNANRPFLLLIREVAINAIIFM 452 
M_musculus (NP_543120)       NEEGSEAAASTSVVITGRSLNPNRVTFKANRPFLVLIREVALNTIIFM 456 
B_taurus (NP_001029870)      NEEGSEAAASTVISIAGRSLNSDRVTFKANRPILVLIREVALNTIIFM 456 
H_sapiens(NP_000479)         NEEGSEAAASTAVVIAGRSLNPNRVTFKANRPFLVFIREVPLNTIIFM 455 
G_gallus (XP_422282)         NEEGSEASAATAVVISGRSFPMNRIIFEANRPFLLFIREATLNTIIFM 445 
S_punctatus (AAL73207)       NEEGSEAAASTAVMITGRSLSMNKVVFNANKPFLVLIREVAINSIIFM 444 
X_laevis (NP_001080079)      NEEGSEAAASTAVILTGRSLNLNRIIFRANRPFLVFIREVAINAILFM 447 
H_sapiensA1AT (NP_001121179) DEKGTEAAGAMFLEAIPMSIPPE---VKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFM 409 
                                                                                             │                    ││         
                       P15  Hinge                 P1  P1‘                s1C                 s4B                 s5B 
 
Abbildung 42: Darstellung der konservierten Positionen in ATIII-Sequenzen 
Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt. (A, B) Die Positionen der Glykosaminoglykanbindestelle sind 
schwarz-weiß invertiert und konservierte Cystein-Reste blau markiert. (C) Die ATIII-typischen Positionen P2-P1‘ 
sind grau gekennzeichnet. In Klammern sind die zugehörigen Zugangsnummern der Datenbanken angegeben. 
Das vollständige Alignment ist dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 8.10.2). Die Sekundärstrukturelemente 
sind aus den Kristallstrukturdaten des humanen ATIII (Homo sapiens) abgeleitet (PDB-ID: 2b5t). 
 
 
Die Daten der Kristallstruktur des humanen ATIII (PDB-ID: 2b5tI, Übereinstimmung: 64 %) 
dienten zur Erstellung eines Modells von CpATIII. Das Modell beinhaltet die Aminosäuren   
29-459 und zeigt die typische Tertiärstruktur mit neun α-Helices und drei β-Faltblättern 
sowie der exponierten Schleife (Abbildung 43). Der RSL ist partiell in das β-Faltblatt A 
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eingelagert, wodurch die reaktiven Positionen nicht vollständig exponiert sind, was für das 
native nicht an ein Glykosaminoglykan gebundene ATIII typisch ist (Gettins, 2002). Die 
basischen Aminosäuren in der α-Helix D und deren Umgebung sind an der Oberfläche 
positioniert, so dass sie mit Glykosaminoglykanen wechselwirken können. Das Modell 
impliziert Disulfidbrücken zwischen den Cystein-Resten Cys29    Cys156, Cys42    Cys123 und                 
Cys275    Cys459, die räumliche Nähen zueinander besitzen. Die vier N-Glykosylierungsstellen 
sind auf der Proteinoberfläche exponiert und für posttranslationale Modifikationen 
zugänglich.  
 
 
 
Abbildung 43: Modell der Tertiärstruktur von CpSpnV5_1  
Die neun α-Helices sind gelb und die β-Faltblätter sind rot (sA), blau (sB) und grün (sC) markiert. Die Positionen 
P1 und P1‘, die möglichen N-Glykosylierungsstellen und die Cystein-Reste sind gekennzeichnet. Die Hinge-
Region ist lila eingefärbt. Die basischen Aminosäuren der mutmaßlichen Glykosaminoglykanbindestelle sind als 
Kalotten hervorgehoben. Der RSL ist partiell in das β-Faltblatt A eingelagert, so dass die Positionen P1 und P1‘ 
nicht vollständig zugänglich und exponiert sind. Das Modell wurde mit Hilfe der Kristallstrukturdaten des 
humanen ATIII erstellt (PDB-ID: 2b5tI). 
 
 
Serpin CpSpnV6_1 
Mit CpSpnV6_1 sollte Heat Shock Protein 47 aus Chiloscyllium punctatum (CpHsp47) 
gewonnen werden. Die bioinformatischen Analysen der abgeleiteten Proteinsequenz von 
CpSpnV6_1 hat zwei potenzielle N-Glykosylierungsstellen (Asn105, Asn110) und die typische 
Serpinsignatur nachgewiesen (Abbildung 44; Tabelle 37). N-Terminal der Serpinsignatur ist 
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üblicherweise die Hinge-Region lokalisiert, die in CpSpnV6_1 wie auch in Hsp47-Sequenzen 
anderer Vertebratengruppen fehlt. Da die Sequenz eine vorhergesagte N-terminale 
Signalsequenz (Aminosäuren 1-15), wie auch ein C-terminales ER-Retentionssignal 
(Aminosäuren 400-403) trägt, ist CpSpnV6_1 ein nicht-inhibitorisches Serpin und ist durch 
seine charakteristischen Signalsequenzen im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert, was 
für Hsp47-Sequenzen von Vertebraten beschrieben ist (Takechi et al., 1992). Diese 
Ergebnisse werden schließlich von den Treffern der Datenbankrecherche gestützt. 
CpSpnV6_1 teilt dabei eine große Ähnlichkeit mit abgelegten Hsp47-Sequenzen aus Vögeln, 
Säugetieren, Reptilien, Amphibien und Knochenfischen und wird von einem e-Value von Null 
unterstützt. 
 
          10        20        30        40        50        60         70 
 
 
MWVSKLLIVVLLAVAVAEEKLGEHTVALADSSIKLGLSLYHTVAKDKGAENILLSPVVVASSLGLVSLGA  
                                                                                          hA                                                s6B                     hB 
 
        80        90       100       110       120       130       140 
 
KEQTASEAKAVLDMGKVQDDKLHSALSQLLTEVSNSTARNVTWRMGTRLYGPSSVTFTEDFVKKSKKHYN  
                hC                                                 hD                    ↑            ↑                s2A                                       hE                        
 
       150       160       170       180       190       200       210 
 
YEPSKINFRDKKGALKSINEWAAETTDGKVAEATKDLSKTDGAMIINAMFFKPHWDEKFHRKMVDQRTFM  
      s1A                                 hF                                                                                 s2A                                           s4C 
 
       220       230       240       250       260       270       280 
 
VSRSLSVAIDMMHRTGLYNFYKDDTNQVNVLEMPLAHQLSSMVFIMPHNVQPLDNLEKLLTKEQIKTWLG  
                         s3C                     s1B                       s2B                            s3B                              hG                      hH 
 
         290       300       310       320       330       340       350  
  
KLQKRAVAVSLPKVKLGVSHELQKHLASIGLTTAVDKTKADLSKISGKKDLYLANVLHAAALEWSTEGNP  
               s2C                      s6A                hI                                                                                         s5A  
 
       360       370       380       390       400  
 
YDAFIYGREELKNPEIFYADHPFFFLVKDKRTNSILFIGRLVKPEGSKMHDEL 
                                        s1C                   s4B                         s5B 
 
Abbildung 44: Aminosäuresequenz von CpSpnV6_1  
Die Proteinsequenz von CpSpnV6_1 besitzt eine vorhergesagte Signalpeptidasespaltstelle zwischen den 
Aminosäuren 15 und 16 (N-terminales Signalpeptid, brauner Rahmen), aber keine Hinge-Region und ist somit 
nicht-inhibitorisch. C-Terminal ist ein ER-Retentionssignal (schwarz-weiß invertiert) lokalisiert. Zusätzlich 
können zwei potenzielle N-Glykosylierungsstellen (Pfeile ↑) und die charakteristische Serpinsignatur (schwarzer 
Rahmen) registriert werden. α-Helices und die β-Faltblätter A, B und C sind gelb, rot, blau und grün dargestellt. 
 
 
CpHsp47 besitzt Sequenzübereinstimmungen von 69,4 % mit Hsp47-Sequenzen aus dem 
Haushuhn (Gallus gallus, Zugangsnr.: CAA40444) und dem Alligator (Alligator 
mississippiensis, Zugangsnr.: BAF94140) und Sequenzähnlichkeiten zu Hsp47-Sequenzen aus 
verschiedenen Vertebraten von über 80 %, so dass die bisherigen Ergebnisse der 
bioinformatischen Analysen bekräftigt werden. Ein CpHsp47-Strukturmodell wurde mit 
Strukturdaten des Hsp47 des Haushundes (PDB-ID: 4awrC, Übereinstimmung: 65 %) erstellt 
(Abbildung 45). Die modellierte Tertiärstruktur von CpHsp47 zeigt die typische 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE                                                                                                         
96 
 
Serpinstruktur, in der der β-Faltblattstrang s4A exponiert an der oberen Seite des Proteins 
vorliegt. Die N-Glykosylierungsstellen Asn105 und Asn110 sind an der Oberfläche positioniert.  
 
 
 
Abbildung 45: Modell der Tertiärstruktur von CpSpnV6_1  
Die neun α-Helices sind gelb und die β-Faltblätter sind rot (sA), blau (sB) und grün (sC) markiert. CpSpnV6_1 
besitzt keine Hinge-Region. Die potenziellen N-Glykosylierungsstellen sind gekennzeichnet. Das Modell basiert 
auf den Kristallstrukturdaten des Hsp47 aus dem Haushund (PDB-ID: 4awrC). 
 
 
Durch die bisherigen Analysen konnten von den zehn isolierten Serpinsequenzen aus 
Chiloscyllium punctatum CpSpnV1_1, CpSpnV2_1, CpSpnV2_3, CpSpnV3_1, CpSpnV5_1 und 
CpSpnV6_1 eindeutig den Serpinen Leukozyten Elastase Inhibitor, Heparin Kofaktor II, 
Angiotensinogen, Neuroserpin, Antithrombin III und Heat Shock Protein 47 zugeordnet 
werden. Die bioinformatischen Analysen der Serpinsequenzen von CpSpnV2_2, CpSpnV3_2 
und CpSpnV4_1 weisen darauf hin, dass diese Sequenzen α1-Antitrypsin, Protease Nexin-1 
beziehungsweise α2-Antiplasmin aus Chiloscyllium punctatum repräsentieren. Dennoch 
zeigen die drei Serpine deutliche Abweichungen im Sequenzvergleich zu den jeweiligen 
Serpinen anderer Vertebratengruppen, so dass deren Klassifikation weiterer Analysen 
bedarf. Die Sequenz von CpSpnV1_2 ist über die bioinformatischen Analysen eindeutig 
einem Serpin der Gruppe 1 zuzuordnen. Die Sequenzähnlichkeiten innerhalb dieser Gruppe 
und die außergewöhnliche C-terminale Extension lassen nach den bioinformatischen 
Analysen keine definierte Zuordnung zu.  
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5.2.2 Expression von Serpinen aus Chiloscyllium punctatum in COS-7-Zellen 
Um die Serpine CpSpnV2_2, CpSpnV3_2 und CpSpnV4_1 abschließend zuordnen zu können, 
wurden Untersuchungen der biologischen Aktivität und des Proteasespektrums 
durchgeführt. Da in Knorpelfischen zwei alternative HCII-Sequenzen existieren, sollen 
Komplexierungsstudien des isolierten CpHCII zeigen, ob es einen potenten 
Thrombininhibitor, vergleichbar mit HCII aus dem Menschen, darstellt.  Dazu mussten die 
Serpine zunächst rekombinant exprimiert werden. In Verbindung mit einem geeigneten 
Expressionsvektor lässt sich das COS-7-Zellsystem für eine Expression mit hoher Ausbeute 
nutzen (Abschnitt 4.4.2). Die gewonnenen cDNA-Sequenzen wurden dazu in den 
pcDNATM3.1+ Expressionsvektor kloniert (Abschnitt 4.3.12). Dieser enthält einen SV40 
Replikationsursprung, der in Verbindung mit dem großen T-Antigen aus den COS-7-Zellen 
eine hohe Anzahl an Plasmidkopien garantiert (Abschnitt 4.4.2). Um die Serpine im Western-
Blot nachweisen zu können, muss ein Antikörper mit dem Zielprotein interagieren (Abschnitt 
4.5.2). Für den einfachen Nachweis der unterschiedlichen Serpine, wurden sie mit einem Tag 
verknüpft. Da die Fusionsproteine für Untersuchungen der biologischen Aktivität verwendet 
werden sollten, konnte der Tag nicht C-terminal angebracht werden, damit die Reaktion des 
Serpins mit der Zielprotease nicht gestört wird. Bioinformatische Analysen der 
Serpinsequenzen aus Chiloscyllium punctatum haben für acht der zehn Serpine ein                
N-terminales Signalpeptid vorhergesagt. Für die Einführung eines N-terminalen Tags musste 
die eigne Signalsequenz entfernt und durch eine Kombination aus einer fremden 
Signalsequenz mit einem Tag ersetzt werden (Abschnitt 4.3.12). So war gewährleistet, dass 
das Serpin aus der Zelle ausgeschleust wird, im Western-Blot nachweisbar ist und in seiner 
Aktivität nicht behindert wird. In diesen Experimenten wurde als Signalsequenz die der 
humanen Protein-Disulfid-Isomerase verwendet. Als Nachweis diente der Hämagglutinin-Tag 
(Häm-Tag), ein Membranprotein des humanen Influenzavirus, wodurch die berechnete 
Molekülmasse der Fusionsproteine um 1,26 kDa ansteigt (Tabelle 37). 
Die Fusionsproteine wurden über Transfektion in COS-7-Zellen eingebracht und exprimiert 
(Abschnitt 4.4.2). Nach Transfektion wurden zur Überprüfung der Expression und 
Ausschleusung der Fusionsproteine die Zellüberstände und Zellextrakte analysiert. Dazu 
wurden die Proben wie in Abschnitt 4.4.3 beschrieben, vorbereitet und anschließend in einer 
SDS-PAGE separiert und im darauf folgenden Western-Blot detektiert (Abschnitte 4.5.1 und 
4.5.2). Aus Abbildung 46 geht hervor, dass die exprimierten Fusionsproteine von Cpα2AP (A, 
Spur 1), CpPN-1 (A, Spur 3) und CpHCII (B, Spur 1) aus den COS-7-Zellen ausgeschleust 
wurden, da diese nur in den Zellüberständen nachgewiesen werden konnten. Die 
Zellextrakte (A, Spuren 2 und 4) zeigen eine Bande bei ca. 66 kDa, die aus einer 
Kreuzreaktion zwischen den Antikörpern und vermutlich Albumin resultiert. 
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Die Fusionsproteine von Cpα2AP und CpHCII zeigen Molekülmassen von 85 kDa 
beziehungsweise 95 kDa (Abbildung 46 A, Spur 1 und B, Spur 1). Sie weichen damit 30 kDa 
bis 40 kDa von ihren berechneten Molekülmassen ab (Tabelle 37), was mit den sechs 
beziehungsweise fünf potenziellen N-Glykosylierungsstellen begründbar ist (Abschnitt 5.2.1). 
Das CpPN-1-Fusionsprotein besitzt eine Molekülmasse von ungefähr 45 kDa (Abbildung 46 A, 
Spur 3). Der geringe Unterschied zur berechneten Molekülmasse des Fusionsproteins von ca. 
44 kDa, lässt keine eindeutige Aussage über die Nutzung der N-Glykosylierungsstelle zu 
(Tabelle 37).  
                                             
                            A                                                              B          
 
 
Abbildung 46: Zellüberstände und Zellextrakte der Serpin-Fusionsproteine aus Chiloscyllium punctatum 
Nach Transfektion und Expression wurden die Zellüberstände und Zellextrakte in einem SDS-Gel und 
anschließendem Western-Blot analysiert. Zur Detektion dienten Anti-Hämagglutinin-Antikörper sowie Anti-
Kaninchen-HRP-gekoppelte-Antikörper. Die vier Fusionsproteine werden aus den COS-7-Zellen ausgeschleust. 
(A) In den Zellextrakten (Spuren 2, 4 und 6) ist kein Fusionsprotein detektierbar. Cpα2AP zeigt eine Bande von 
ungefähr 85 kDa (Spur 1) und das Fusionsprotein von CpSpnV3_2 zeigt eine Bande von ungefähr 45 kDa 
(Spuren 3 und 5). (B) Das CpHCII-Fusionsprotein hat eine Größe von ungefähr 95 kDa (Spur 1). Die Größen der 
Markerproteine ((A) Low Molecular Weight Marker; (B) High Molecular Weight Marker) sind an den 
Bildrändern angegeben. 
 
 
Das Fusionsprotein von CpSpnV2_2 konnte weder in Zellüberständen, noch in Zellextrakten 
nachgewiesen werden. Die Signalpeptidasespaltstelle der N-terminalen Signalsequenz wird 
von dem Programm SignalP 4.1 vorhergesagt, weshalb nicht ausgeschlossen werden kann, 
dass die Spaltstelle für die Signalpeptidase im Fusionsprotein noch vorhanden war. Während 
der Prozessierung würde nicht nur die Signalsequenz, sondern auch der Hämagglutinin-Tag 
abgespalten und das Konstrukt wäre über die verwendeten Antikörper nicht nachweisbar. 
Zur Klärung wurde ein c-Myc-Tag C-terminal an das bestehende Fusionsprotein von 
CpSpnV2_2 angebracht (Abschnitt 4.3.12). In Analysen von Zellüberständen und 
Zellextrakten nach Transfektion und Expression dieses Konstrukts in COS-7-Zellen konnte 
keine Expression nachgewiesen werden. Experimente mit anderen Transfektionsreagenzien, 
wie Lipofectamine® 2000 oder TurboFectTM zeigten ebenfalls keine Expression der 
CpSpnV2_2-Fusionsproteine. 
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5.2.3 Analyse der Serpin-Protease-Interaktion in Komplexierungsstudien  
Zur Identifizierung von Zielproteasen und Klärung der biologischen Aktivität wurden 
Komplexierungsstudien durchgeführt. Dazu wurden Überstände der transfizierten COS-7-
Zellen mit der Zielprotease und gegebenenfalls mit einem Kofaktor versetzt und bei 25 °C 
oder 37 °C inkubiert (Abschnitt 4.6). Zu verschiedenen Zeitpunkten werden die Reaktionen 
gestoppt und die Bildung von Serpin-Protease-Komplexen in SDS-Gelen und Western-Blots 
analysiert (Abschnitte 4.5.1 und 4.5.2). Alle Versuche wurden dabei mit den jeweiligen 
Fusionsproteinen durchgeführt, um die Komplexbildungen detektieren zu können.  
 
Komplexierungsstudie des HCII-Fusionsproteins aus Chiloscyllium punctatum mit humanem 
Thrombin 
HCII ist ein leistungsfähiger Inhibitor von Thrombin, dessen Reaktivität durch Zugabe von 
Glykosaminoglykanen um das tausendfache gesteigert werden kann (van Deerlin und 
Tollefsen, 1991). Ob CpHCII diese Eigenschaft teilt, wurde in ein Komplexierungstests mit 
humanem Thrombin untersucht. Dazu wurde Zellkulturüberstand mit CpHCII-Fusionsprotein 
in Gegenwart und Abwesenheit von Glykosaminoglykanen mit Thrombin versetzt (Abschnitt 
4.4.2; Abschnitt 4.4.3; Abschnitt 4.6). Abbildung 47 zeigt die Komplexbildung zwischen dem 
CpHCII-Fusionsprotein und dem humanen Thrombin ohne Zugabe eines Kofaktors oder nach 
einer Vorinkubation für 3 min bei 25 °C mit einem Glykosaminoglykan (Heparin oder 
Dermatansulfat). Die Reaktion ohne Kofaktor zeigt nach 20 min eine dünne Komplexbande 
bei ungefähr 126 kDa (Spur 3). Diese stimmt mit den Erwartungen überein. Das 
Fusionsprotein hat eine Molekülmasse von ungefähr 95 kDa und Thrombin hat eine 
Molekülmasse von ungefähr 31 kDa, so dass der Komplex eine errechnete Molekülmasse 
von 126 kDa hätte. Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde durch Glykosaminoglykane (Heparin 
oder Dermatansulfat) beschleunigt. Bereits nach 1 min wurden in Anwesenheit von 
Glykosaminoglykanen mehr CpHCII-Fusionsprotein-Thrombin-Komplexe gebildet als nach 
einer 20-minütigen Inkubation ohne Kofaktor (Abbildung 47, Spuren 4 und 9). Der Komplex 
blieb über die gesamte Inkubationsdauer (bis zu 20 min) stabil, was Thrombin als 
physiologische Zielprotease bestätigt (Abbildung 47, Spuren 4 bis 8 für Heparin und 9 bis 13 
für Dermatansulfat).  
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Abbildung 47: Komplexierungsreaktion des HCII-Fusionsproteins aus Chiloscyllium punctatum mit humanem 
Thrombin 
Dargestellt ist die Komplexbildung zwischen dem CpHCII-Fusionsprotein und humanem Thrombin in Gegenwart 
eines Kofaktors (Heparin, Spuren 4 bis 8 oder Dermatansulfat, Spuren 9 bis 13) sowie ohne Kofaktor (Spur 3; 20 
min). Die Inkubationszeiten betrugen 1 min (Spuren 4 und 9), 5 min (Spuren 5 und 10), 10 min (Spuren 6 und 
11), 15 min (Spuren 7 und 12) und 20 min (Spuren 8 und 13). In Spur 1 ist der unbehandelte Zellüberstand 
aufgetragen, wohingegen dieser in Spur 2 mit Heparin versetzt und 20 min inkubiert wurde. Die Produkte der 
Komplexierungsreaktionen wurden auf einem SDS-Gel (10 %) aufgetragen und durch Western-Blot auf eine 
PVDF-Membran übertragen. Zur Detektion wurden Anti-Hämagglutinin-Antikörper und Anti-Kaninchen-HRP-
gekoppelte-Antikörper verwendet. Die Größen der Markerproteine des High Molecular Weight Marker (Spur 
M) sind am linken Bildrand angegeben. 
 
 
Komplexierungsstudien des PN-1-Fusionsproteins aus Chiloscyllium punctatum mit 
humanem Thrombin und Rindertrypsin 
Bisherige Analysen lassen vermuten, dass es sich bei CpSpnV3_2 um PN-1 aus Chiloscyllium 
punctatum (CpPN-1) handelt. Dafür spricht, dass die Teilsequenz mit Primern isoliert wurde, 
die auf Basis von PN-1-Sequenzen erstellt wurden. Außerdem sind die Positionen für die 
Glykosaminoglykanbindung übereinstimmend mit PN-1-Sequenzen aus Vertebraten mit 
basischen Aminosäuren besetzt. Ebenso weist CpPN-1 im Bereich des β-Faltblatts s6B und 
der α-Helix B Ähnlichkeiten zu dem in PN-1-Sequenzen konserviertem Motiv der LRP-
Bindestelle auf. Auch der Vergleich mit Sequenzen der Proteindatenbank (GenBank®) deutet 
auf PN-1 hin (Abschnitt 5.2.1). Allerdings gibt es mit der Insertion nach der Position P2‘ und 
der Besetzung der mutmaßlichen Position P1 mit Lysin, anstatt Arginin zwei Aspekte, die die 
Zuordnung in Frage stellen. Vergleichbar mit den Komplexierungsstudien zu CpHCII wurden 
die COS-7-Zellüberstände nach Expression des CpPN-1-Fusionsproteins mit der Protease 
versetzt und bei 25 °C inkubiert (Abschnitte 4.4.2, 4.4.3 und 4.6).  
Bei Versuchen mit Heparin als Kofaktor wurden die Zellüberstände zuerst mit Heparin 
versetzt und 3 min bei 25 °C inkubiert, bevor die Protease zugegeben und erneut bis zu        
20 min inkubiert wurde (Abschnitt 4.6). Abbildung 48 zeigt die Inhibierung des menschlichen 
Thrombins durch CpPN-1 in Abwesenheit (A, Spuren 2 bis 7) und in Gegenwart (B, Spuren 1 
bis 6) von Heparin über einen Zeitraum von 20 min. Der gebildete SDS-stabile Komplex 
zwischen der Protease und dem Serpin hat eine Molekülmasse von ungefähr 75 kDa. 
Humanes Thrombin besitzt eine Molekülmasse von 31 kDa, so dass in Addition mit der 
Molekülmasse des CpPN-1-Fusionsproteins (45 kDa) die Größe der Komplexbande 
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übereinstimmt. Der Vergleich der Reaktionen in Anwesenheit und Abwesenheit von Heparin 
zeigt eine gesteigerte Reaktionsgeschwindigkeit in Anwesenheit von Heparin (Abbildung 48). 
Die Abwesenheit von Heparin zeigt eine Komplexbildung nach einer Reaktionszeit von 3 min 
(Abbildung 48 A, Spur 4). Dagegen bildete sich in Gegenwart von Heparin bereits direkt nach 
Thrombinzugabe der Komplex zwischen Thrombin und dem CpPN-1-Fusionsprotein 
(Abbildung 48 B, Spur 1), dessen Konzentration über eine Inkubationszeit von 1 min bis 3 min 
stark zunahm (Spuren 2 und 3). Über längere Inkubationszeiten (5 min, 10 min und 20 min) 
blieben die Serpin-Protease-Komplexe intakt, wobei die Gegenwart von Heparin keine Rolle 
spielte (Abbildung 48 A, Spuren 5 bis 7; B, Spuren 4 bis 6). Das Experiment zeigt, dass CpPN-
1, trotz seiner Veränderungen im RSL, Thrombin effizient inhibiert und die 
Inhibierungsreaktion durch Heparin gesteigert werden kann. Verglichen mit der 
Reaktionsgeschwindigkeit von CpHCII mit Thrombin ohne Kofaktor ist die 
Reaktionsgeschwindigkeit von CpPN-1 mit Thrombin ohne Kofaktor erhöht, was sich mit den 
Reaktionsgeschwindigkeiten des humanen HCII und PN-1 deckt (Li und Huntington, 2012).  
 
            A 
 
                     
            B                        
 
 
Abbildung 48: Komplexierungsreaktion von CpPN-1-Fusionsprotein mit humanem Thrombin in Anwesenheit 
und Abwesenheit von Heparin 
(A) Der Zellüberstand mit CpPN-1-Fusionsprotein wurde mit humanem Thrombin versetzt und direkt nach der 
Thrombinzugabe (Spur 2) oder nach Inkubation bei 25 °C für 1 min (Spur 3), 3 min (Spur 4), 5 min (Spur 5), 10 
min (Spur 6) oder 20 min (Spur 7) gestoppt. Spur 1 enthält den unbehandelten Zellüberstand. (B) Vor Zugabe 
von humanem Thrombin wurde der Zellüberstand mit CpPN-1-Fusionsprotein 3 min bei 25 °C mit Heparin 
inkubiert und anschließend analog zu (A) verfahren. Die Reaktionen wurden direkt nach Thrombinzugabe (Spur 
1) oder nach Inkubationen von 1 min (Spur 2), 3 min (Spur 3), 5 min (Spur 4), 10 min (Spur 5), 20 min (Spur 6) 
bei 25 °C gestoppt. Die Komplexreaktionsproben wurden in einem 10 %iges SDS-Gel separiert und im Anschluss 
auf eine PVDF-Membran übertragen. Der Nachweis erfolgte über Anti-Hämagglutinin-Antikörper und Anti-
Kaninchen-HRP-gekoppelte-Antikörper. Am linken Bildrand sind jeweils die Größen der Markerproteine (Low 
Molecular Weight Marker) angegeben. 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE                                                                                                         
102 
 
Neben Thrombin inhibiert das humane PN-1 ebenfalls Trypsin (Crisp et al., 2000). Der 
Komplexierungsversuch mit Rindertrypsin für CpPN-1 zeigt allerdings, dass das Serpin aus 
Chiloscyllium punctatum von der Protease abgebaut wurde statt sie zu inhibieren und einen 
SDS-stabilen Komplex zu bilden (Abbildung 49). Dabei hatte die Präsenz von Heparin 
während der Reaktion kaum eine Auswirkung. In Gegenwart von Heparin blieb CpPN-1 bis zu 
1 min gegen Trypsin bestehen (Abbildung 49 B, Spuren 1 und 2), wohingegen ohne Heparin 
das Protein direkt nach Zugabe der Protease fast vollkommen abgebaut wurde (Abbildung 
49 A, Spur 2). Änderungen der Inkubationstemperatur auf 37 °C oder Veränderungen der 
eingesetzten Trypsinkonzentration zeigten das gleiche Ergebnis. 
 
                 A   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 B 
 
Abbildung 49: Komplexierungstest des CpPN-1-Fusionsproteins mit Rindertrypsin in Anwesenheit und 
Abwesenheit von Heparin 
(A) Der Zellüberstand mit dem CpPN-1-Fusionsprotein wurde mit Rindertrypsin versetzt und direkt nach Zugabe 
oder nach Inkubation bei 25 °C abgestoppt (Spur 2) oder für 1 min (Spur 3), 3 min (Spur 4), 5 min (Spur 5), 10 
min (Spur 6), 20 min (Spur 7) bei 25 °C inkubiert. In Spur 1 ist der unbehandelte Zellüberstand aufgetragen. (B) 
Bevor der Zellüberstand mit Rindertrypsin versetzt und die Proben direkt nach der Zugabe von Rindertrypsin 
gestoppt (Spur 1) oder 1 min (Spur 2), 3 min (Spur 3), 5 min (Spur 4), 10 min (Spur 5), 20 min (Spur 6) bei 25 °C 
inkubiert wurden, sind die Proben mit Heparin versetzt und 3 min bei 25 °C inkubiert worden. Jeweils am linken 
Bildrand sind die Molekülmassen der Proteine des Low Molecular Weight Marker aufgeführt. Die Analyse 
erfolgte über ein SDS-Gel (10 %) und Western-Blot mit anschließender Detektion über die Anti-Hämagglutinin-
Antikörper und Anti-Kaninchen-HRP-gekoppelte-Antikörper. 
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Komplexierungsstudien des α2-Antiplasmin-Fusionsproteins aus Chiloscyllium punctatum mit 
humanem Plasmin, Rindertrypsin und humanem Faktor Xa    
Cpα2AP besitzt im Gegensatz zu α2-Antiplasmin höherer Vertebraten einen verkürzten          
C-Terminus. Gleichzeitig zeigt die Analyse der Proteinsequenz eine potenzielle                            
N-Glykosylierungsstelle an der Position P2 des RSL (Abschnitt 5.2.1). Die benachbarte 
Position P1 sowie der C-Terminus und dessen Lysin-Reste sind entscheidend für die 
Inhibierungsreaktion gegen Plasmin. Der Einfluss des verkürzten C-Terminus, der 
potenziellen N-Glykosylierungsstelle an Position P2 sowie der Deletion von Methionin im 
Vergleich zu α2-Antiplasmin-Sequenzen aus Säugetieren von Cpα2AP soll analysiert werden. 
Dazu sollen Komplexierungsstudien mit den Proteasen Plasmin, Trypsin und Faktor Xa 
durchgeführt werden.                            
       
   
Abbildung 50: Komplexierungsreaktion des α2-Antiplasmin-Fusionsproteins aus Chiloscyllium punctatum mit 
humanem Plasmin 
Der Zellüberstand mit dem Cpα2AP-Fusionsprotein wurde mit humanem Plasmin versetzt und bei 25 °C 
inkubiert. Die Produkte der Komplexierungsreaktionen wurden in einem SDS-Gel (7,5 %) aufgetrennt und 
anschließend über einen Western-Blot mit Anti-Hämagglutinin-Antikörpern und Anti-Kaninchen-HRP- 
gekoppelten-Antikörpern nachgewiesen. Die Reaktionen wurden direkt nach der Zugabe von Plasmin (Spur 2) 
oder nach Inkubationszeiten von 1 min (Spur 3), 3 min (Spur 4), 5 min (Spur 5), 10 min (Spur 6) und 30 min 
(Spur 7) gestoppt. In Spur 1 ist der unbehandelte Cpα2AP-Fusionsprotein-Zellkulturüberstand aufgetragen. Die 
Größe des relevanten Markerproteines (Low Molecular Weight Marker) ist am linken Bildrand angegeben. 
 
 
Cpα2AP bildete nach Inkubation bei 25 °C SDS-stabile Komplexe mit dem humanen Plasmin. 
Nach 1 min (Abbildung 50, Spur 3) ist bereits eine Komplexbande zu erkennen, welche mit 
steigenden Inkubationszeiten von 3 min, 5 min, 10 min und 30 min zunahm (Abbildung 50, 
Spuren 4 bis 7). Selbst über eine Inkubationszeit von 30 min war der Komplex zwischen 
Cpα2AP und dem humanen Plasmin stabil, während die Intensität der Komplexbande weiter 
zunahm, ohne Bildung von Abbauprodukten (Abbildung 50, Spur 7). Dies bestätigt Cpα2AP 
als einen physiologischen Inhibitor von Plasmin. Die N-Glykosylierungsstelle an Position P2 
des RSL sowie der verkürzte C-Terminus, im Vergleich zum humanen α2-Antiplasmin, haben 
demnach keinen entscheidenden Einfluss auf die Inhibierung von Plasmin durch Cpα2AP.  
α2-Antiplasmin aus dem Menschen hemmt neben Plasmin auch Trypsin und Chymotrypsin. 
Dabei besitzt das Protein zwei Proteasespaltstellen mit den überlappenden flankierenden 
Aminosäuren Arginin, Methionin (Spaltelle für Plasmin und Trypsin) und Methionin und Serin 
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(Spaltstelle für Chymotrypsin; Abschnitt 5.2.1; Potempa et al., 1988). In Cpα2AP und in                      
α2-Antiplasmin-Sequenzen aus Knochenfischen, Vögeln und Amphibien tritt an dieser 
Position die Deletion von Methionin auf, so dass lediglich Arginin und Serin bleiben. 
Nachdem das veränderte Spaltstellenmotiv keinen Einfluss auf die Hemmung von Plasmin 
zeigte, soll nun das Spektrum an Zielproteasen untersucht werden.  
Nachdem Cpα2AP mit Rindertrypsin versetzt wurde, bildete sich ein Komplex mit einer 
Molekülmasse von ungefähr 110 kDa (Abbildung 51 A, Spuren 3 bis 6; B, Spuren 2 bis 5). 
Rindertrypsin besitzt eine Molekülmasse von 24 kDa. Addiert mit der Molekülmasse von 
Cpα2AP von ungefähr 85 kDa resultiert rechnerisch ein Komplex von ungefähr 109 kDa. 
Zunächst nahm die Intensität der Komplexbande bis zu einer Inkubation von 3 min zu, 
wonach die Intensität wieder abnahm (Abbildung 51 A, Spuren 2 bis 4). Nach einer 
Inkubation von 30 min war keine Komplexbande mehr vorhanden (Abbildung 51 A, Spur 7). 
Allerdings war bereits direkt nach der Zugabe von Trypsin eine Bande unterhalb des nativen 
Cpα2AP zu erkennen (Spur 2), wobei es sich vermutlich um die RSL-gespaltene Form von 
Cpα2AP handelt. Die Optimierung der Versuchsbedingungen durch eine 
Inkubationstemperatur von 37 °C (Abbildung 51 B) oder die Änderungen der eingesetzten 
Trypsinkonzentration führten nicht zur Stabilisierung der Komplexe. 
 
               A 
 
 
               B 
 
 
Abbildung 51: Komplexierungsreaktion von α2-Antiplasmin-Fusionsprotein aus Chiloscyllium punctatum mit 
Rindertrypsin 
(A) Der Zellkulturüberstand der transfizierten COS-7-Zellen zeigt eine Bande bei ungefähr 85 kDa (Spur 1). 
Komplexierung von Cpα2AP mit Rindertrypsin nach sofortigem Stoppen (Spur 2), Inkubation von 1 min (Spur 3), 
3 min (Spur 4), 5 min (Spur 5), 10 min (Spur 6) und 30 min (Spur 7), bei einer Inkubationstemperatur von 25 °C. 
(B) Komplexierung analog zu (A) jedoch mit einer Inkubationstemperatur von 37 °C. Die Reaktionen wurden 
nach verschiedenen Zeiten gestoppt. Spur 1: direktes Stoppen, Spur 2: 1 min, Spur 3: 3 min, Spur 4: 5 min, Spur 
5: 10 min, Spur 6: 30 min. Der Nachweis erfolgte über ein SDS-Gel (7,5 %) und Western-Blot mit Detektion über 
Anti-Hämagglutinin-Antikörper und Anti-Kaninchen-HRP-gekoppelte-Antikörper. Die Größen der 
Markerproteine (Low Molecular Weight Marker) sind am linken Bildrand angegeben. 
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Neben Trypsin, Plasmin und Chymotrypsin konnte in Studien über das humane                      
α2-Antiplasmin eine inhibitorische Aktivität gegen Faktor Xa nachgewiesen werden (Saito et 
al., 1979). Um die Inhibierungsreaktion von Cpα2AP gegen Faktor Xa zu analysieren, wurde 
ein weiterer Komplexierungstest mit Probenahmen zu verschieden Zeitpunkten 
durchgeführt. Abbildung 52 zeigt die Bildung von SDS-stabilen Komplexen zwischen Cpα2AP 
und Faktor Xa. Die Bildung der Komplexe ist im Vergleich mit der Inhibierung von Plasmin 
durch Cpα2AP verlangsamt. Erst nach einer Inkubation von 3 min ist eine dünne Cpα2AP-
Faktor Xa-Komplex-Bande zu erkennen  (Spur 4). Deutlich ist die Bande jedoch erst nach 
einer Inkubationszeit von 5 min zu erkennen und eine Zunahme der Intensität erfolgte bei 
weiterer Inkubationsdauer (Spur 5). Darüber hinaus sind Abbauprodukte in 
Reaktionsansätzen der Komplexierungsreaktionen zu erkennen (Spuren 3 bis 7). Diese traten 
schneller auf, als dass ein Komplex gebildet wurde und nahmen mit zunehmender 
Inkubationszeit zu, was mit einer Komplexierungsstudie mit humanem α2-Antiplasmin und 
Faktor Xa übereinstimmt (Saito et al., 1979).   
 
 
Abbildung 52: Komplexierung des α2-Antiplasmin-Fusionsproteins aus Chiloscyllium punctatum mit 
humanem Faktor Xa 
Die Produkte der Komplexierungsreaktion zwischen Cpα2AP und dem humanen Faktor Xa wurden nach SDS-Gel 
(10 %) und Western-Blot über die Anti-Hämagglutinin-Antikörper und Anti-Kaninchen-HRP-gekoppelten-
Antikörper detektiert. Die Reaktionen wurden direkt nach der Zugabe des humanen Faktor Xa (Spur 2) sowie 
nach Inkubationszeiten von 1 min (Spur 3), 3 min (Spur 4), 5 min (Spur 5), 10 min (Spur 6) und 20 min (Spur 7) 
gestoppt. Spur 1 zeigt den unbehandelten Zellüberstand. Am linken Bildrand sind die Größen der 
Markerproteine (Low Molecular Weight Marker) angegeben.  
 
 
5.2.4 Analyse des Serpins CpSpnV2_2 
Bisher konnte Serpin CpSpnV2_2 aus Chiloscyllium punctatum nicht eindeutig klassifiziert 
werden. Bioinformatische Analysen lassen vermuten, dass CpSpnV2_2 α1-Antitrypsin 
repräsentiert. Jedoch weist CpSpnV2_2 Phenylalanin an Position P1 auf, welches für             
α1-Antitrypsin nicht üblich ist. Komplexierungstests mit möglichen Zielproteasen konnten 
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nicht durchgeführt werden, da CpSpnV2_2 nach Transfektion in COS-7-Zellen nicht 
nachweisbar war (Abschnitt 5.2.2). Alternativ dazu wurden Experimente zur Syntenie von 
CpSpnV2_2 durchgeführt. Viele Serpingene sind im Genom als Cluster lokalisiert und meist 
zu gleichen Genen benachbart. So ist es möglich über eine PCR auf genomischer Ebene eine 
Verbindung zwischen den beiden Genen herzustellen. Im Fall von α1-Antitrypsin befindet 
sich down-stream das GLRX5-Gen (Glutaredoxin 5). Die Gene liegen in der umgekehrten 
Orientierung zueinander, so dass zwischen beiden 5‘-Enden die Distanz am geringsten ist. 
Theoretisch kann über eine PCR ein Amplifikat erzeugt werden, welches als Nachweis der 
Nachbarschaft gilt und CpSpnV2_2 als α1-Antitrypsin bestätigen würde. Allerdings ist die 
Distanz zwischen den beiden Genen in Knorpelfischen unbekannt und in Vertebraten 
variabel. Der minimale Bereich der abgedeckt werden müsste beträgt für den  Zebrabärbling 
(Danio rerio, Zugangsnr. A1AT: ENSDARG00000090286; Zugangsnr. GLRX5: 
ENSDARG00000043665) 56, 1 kb und für den Kugelfisch (Tetraodon nigroviridis, Zugangsnr. 
A1AT: ENSTNIG00000009712; Zugangsnr. GLRX5: ENSTNIG00000009716) 14,2 kb. 
Kommerziell erhältliche Kits sind für Amplifikate von bis zu 20 kb (genomische DNA), 
beziehungsweise 40 kb (Plasmid-DNA) ausgelegt (Abschnitt 4.3.5; Qiagen, 2010). Da die 
Distanz der beiden Gene im Kugelfisch unter 20 kb liegt, kann die Amplifikation des Bereichs 
zwischen den beiden Genen funktionieren, vorausgesetzt, sie sind tatsächlich benachbart. 
Trotz verschiedener PCR-Bedingungen konnte keine Nachbarschaft von CpSpnV2_2 und 
GLRX5 nachgewiesen werden. Entweder sind die beiden Gene nicht benachbart und 
CpSpnV2_2 repräsentiert nicht α1-Antitrypsin oder die Distanz zwischen den beiden Genen 
ist zu groß, so dass kein Amplifikat erzielt werden kann.  
Wie bereits in Abschnitt 2.1.2 beschrieben, können Serpine auf Grund ihrer konservierten 
Exon-Intron-Struktur in sechs Gruppen eingeteilt werden (Ragg et al., 2001). So stellt die 
Kenntnis der Exon-Intron-Struktur ein eindeutiges Merkmal für die Zuordnung eines Serpins 
dar. Über die Analyse der Exon-Intron-Struktur soll CpSpnV2_2 eindeutig einer Gruppe 
zugeordnet werden. Die Gruppe 2 besitzt Introns an den Positionen 192a, 282b und 331c 
(Abschnitt 2.1.2). Um diese Positionen abzudecken wurden sechs genspezifische Primer auf 
cDNA-Ebene entworfen. Diese wurden für Amplifikationen mit cDNA sowie genomischer 
DNA als Template eingesetzt. Auf cDNA-Ebene decken die Primer Bereiche von 301 bp (Spur 
1), 159 bp (Spur 2) und 271 bp (Spur 3) ab (Abbildung 53).  
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Abbildung 53: PCR-Produkte der mutmaßlichen Intronpositionen von CpSpnV2_2 auf cDNA-Ebene 
Drei Primerpaare wurden für den Nachweis der Introns CpSpnV2_2 erstellt. Auf cDNA-Ebene zeigen sie 
deutliche Amplifikate, die den errechneten Größen von 301 bp (Spur 1) für die Position von Intron 192a, 159 bp 
(Spur 2) für die Position von Intron 282b und 271 bp (Spur 3) für die Position von Intron 331c entsprechen. Die 
PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel (1 %) aufgetrennt. Am linken Bildrand sind die Markergrößen (100 
bp Ladder) angegeben. 
 
 
Für die Amplifikation der Introns 282b und 331c genügte eine PCR mit 35 Zyklen, um eine 
definierte Bande im Agarosegel zu erhalten (Abbildung 54, Spuren 2 und 3). Die 
Amplifikation des Introns an der Position 192a musste bei einer niedrigen Annealing-
Temperatur (50 °C) und mit zuvor gestochertem PCR-Produkt durchgeführt werden 
(Abbildung 54, Spur 1; Abschnitt 4.3.5). Die drei Amplifikate auf genomischer DNA-Ebene 
sind größer als auf cDNA-Ebene. An Position 192a konnte ein PCR-Produkt von ungefähr 
1100 bp gewonnen werden (Spur 1). Nach Abzug der kodierenden Sequenz ergibt sich ein 
Intron mit einer Größe von ca. 800 bp. Das PCR-Produkt für das Intron an Position 282b zeigt 
im Agarosegel eine Größe von ca. 2300 bp, woraus sich eine Introngröße von ca. 2140 bp 
ergibt (Spur 2). Für Intron 331c wurde auf cDNA-Ebene ein PCR-Produkt von ca. 271 bp 
nachgewiesen, so dass das Intron eine Größe von ca. 2230 bp aufweist (Spur 3).  
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Abbildung 54: PCR-Produkte der Intronpositionen von CpSpnV2_2 auf genomischer DNA-Ebene  
Dargestellt sind die PCR-Produkte der Intronpositionen der Gruppe 2 mit genomischer DNA als Template in 
einem Agarosegel (0,8 %). Das Amplifikat für das Intron an Position 192a hat eine Größe von ca. 1100 bp, 
welche um ca. 800 bp größer ist als das Amplifikat welches auf cDNA-Ebene gewonnen wurde. Das PCR-Produkt 
für Intron 282b zeigt eine Größe von ungefähr 2300 bp, so dass das Intron eine Größe von ca. 2140 bp besitzt. 
Das PCR-Produkt für das Intron an der Position 331c zeigt eine Größe von etwa 2500 bp, so dass sich eine 
errechnete Introngröße von ungefähr 2230 bp ergibt. Die Markergrößen (1 kb Ladder) sind am linken Bildrand 
angegeben. 
 
 
Die Intronpositionen der Gruppen 1, 3 und 5 liegen nahe der Intronpositionen der Gruppe 2, 
so dass ohne Sequenzierung nicht gänzlich ausgeschlossen werden kann, dass die 
nachgewiesenen Introns an anderen Positionen als 192a, 282b und 331c liegen. Möglich ist, 
dass zum Beispiel an Position 191c (Gruppe 5) ein nachgewiesenes Intron lokalisiert ist. Um 
auszuschließen, dass CpSpnV2_2 einer anderen Gruppe zugehörig ist, wurde zusätzlich der             
5‘-Bereich auf Introns untersucht. Die Serpine der Gruppe 2 besitzen im Gegensatz zu 
Serpinen der Gruppen 1, 3 oder 5 dort kein weiteres Intron (Abschnitt 2.1.2). Das dritte 
Primerpaar für Intron 331c ist so gewählt worden, dass für Serpine der Gruppe 4 und Gruppe 
6 kein Intron abgedeckt wird. Der Vergleich der PCR-Produkte auf cDNA-Ebene (Spur 1) und 
genomischer DNA-Ebene (Spur 2) des 5‘-Bereichs zeigt für beide Templates ein Amplifikat 
von etwa 420 bp, weshalb CpSpnV2_2 eindeutig ein Serpin der Gruppe 2 repräsentiert 
(Abbildung 55).  
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Abbildung 55: PCR-Produkte des 5‘-Bereichs von CpSpnV2_2 auf cDNA-Ebene und genomischer DNA-Ebene 
Die Primer rahmen einen Bereich von ca. 420 bp im 5‘-Bereich von CpSpnV2_2 ein. Im Agarosegel (1 %) zeigt 
das PCR-Produkt mit cDNA und genomischer DNA als Template die gleiche Größe, so dass ein Intron an dieser 
Position ausgeschlossen werden kann. Die Markergrößen (1 kb Ladder) sind am linken Bildrand angegeben. 
 
 
Im Rahmen von zwei Bachelorarbeiten sowie einer Dissertation wurden zusätzlich die Exon-
Intron-Strukturen von CpHCII und CpATIII aufgedeckt (Teschner, 2011; Langer, 2013; Wang, 
unveröffentlichte Daten). Wie CpSpnV2_2 lassen sich die Exon-Intron-Strukturen in das 
Einteilungsmodell von Ragg et al. (2001) einordnen und geben aufgrund der 100 %igen 
Übereinstimmung keine Hinweise auf die phylogenetische Entwicklung der Serpine, weshalb 
die Analyse der Exon-Intron-Strukturen als phylogenetischer Marker nicht herangezogen 
werden kann. 
 
  
5.3 Isolierung von Serpinen aus Myxine glutinosa 
Bisher sind keine vollständigen oder klassifizierten Serpinsequenzen aus Schleimaalen 
abgelegt. In der EST-Datenbank (GenBank®) können lediglich Serpinteilsequenzen aus dem 
japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri) identifiziert werden (Abschnitt 5.3.1). Da 
Schleimaale einen basalen Vertreter der Vertebratenentwicklung darstellen, ist die 
Isolierung von Genen schwierig. Schleimaale haben sich früh in der Evolution von den 
anderen Vertebratengruppen getrennt, so dass charakteristische Merkmale mit Serpinen 
anderer Vertebraten nicht unbedingt übereinstimmen (Abschnitte 2.3 und 2.5). Zum Beispiel 
zeigten individuelle degenerierte Primer für HCII, die im Rahmen einer Masterarbeit 
(Farrokh, 2011) erstellt wurden und zur Isolierung von HCII aus dem Flussneunauge 
(Lampetra fluviatilis) führten, mit cDNA aus dem nordatlantischen Schleimaal (Myxine 
glutinosa) als Template kein Amplifikat (nicht gezeigt). Außerdem sind keine ausreichenden 
Daten eines Codon-Usage vorhanden, das die Erstellung von degenerierten Primern deutlich 
erleichtern würde. Die degenerierten Serpin-Suchprimer für Serpine decken die 
konservierten Sequenzmotive von Serpinen ab, die auch außerhalb der Vertebraten und 
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vermutlich auch in Schleimaalen konserviert sind (Bentele et al., 2006). Mit Hilfe dieser 
Primer konnten zwei interne Serpinsequenzen aus Myxine glutinosa isoliert werden (Köster 
nicht veröffentlichte Daten). Andere interne Serpinteilsequenzen konnten trotz 
Veränderungen der PCR-Parameter nicht aus dem Schleimaal isoliert werden. Über je einen 
genspezifischen forward-Primer und den GeneRacer3‘- und GeneRacer3‘-Nested-Primer 
konnten beide 3‘-Bereiche vervollständigt werden (Abschnitte 4.3.4, 4.3.5 und 8.5.2). Die 
Sequenzierung ergab schließlich vier unterschiedliche Sequenzen. Dabei unterscheidet sich 
die Teilsequenz von MyxSpn4 deutlich von den Teilsequenzen MyxSpn1-3 (Abbildungen 56 
und 57). Die Teilsequenzen von MyxSpn1-3 unterscheiden sich lediglich im Bereich des RSL, 
weshalb der Vergleich mit der Proteindatenbank (GenBank®) ähnliche Treffer für Serpine der 
Gruppe 1 ausgibt. Die größten Ähnlichkeiten haben die Teilsequenzen demnach mit den 
Serpinen B1, B3, B6, B8, B9 und B10 mit jeweils ähnlichen e-Values zwischen 4e-31 und 8e-
46. Die Übereinstimmungen der Teilsequenzen aus Myxine glutinosa mit den abgelegten 
Sequenzen ähneln denen von CpSpnV1_2 aus Chiloscyllium punctatum. Die Teilsequenz von 
MyxSpn4 hingegen scheint eindeutig klassifizierbar, da der Vergleich mit abgelegten 
Sequenzen überwiegend Ähnlichkeiten zu PN-1-Sequenzen mit e-Values von 8e-45 (Takifugu 
rubripes Zugangsnr.: XP_003968802) aufzeigt, wobei auch Ähnlichkeiten zu Pancpin 
ausgegeben werden (Felis catus, Zugangnr.: XP_003991985, e-Value 7e-42).   
Die Teilsequenzen der Gruppe 1 aus Myxine glutinosa weisen auf eine inhibitorische 
Aktivität der Serpine hin. Alle drei Teilsequenzen zeigen eine typische Hinge-Region. Auffällig 
sind die hohen Sequenzübereinstimmungen der Teilsequenzen, welche inklusive der Hinge-
Region nahezu identisch sind (Abbildung 56). Im Bereich des RSL (P6 bis P4‘) unterscheiden 
sich die Teilsequenzen, was auf unterschiedliche Proteasespezifitäten und Proteasespektren 
hindeutet. Im Gegensatz zu MyxSpn2 enden MyxSpn1 und MyxSpn3 auf die für Serpine der 
Gruppe 1 übliche Aminosäure Prolin. MyxSpn2 hingegen besitzt dort eine Extension von 
zusätzlichen 27 Aminosäuren, ähnlich CpSpnV1_2 aus Chiloscyllium punctatum.      
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M_glutinosaSpn1    -------KELNLEKLREWTHSSKMFKKKLEVFL PKFRLETLYGL RKPLSELGMPDAFSAK  53 
M_glutinosaSpn2    ---KMLEKELNLXKLXEWTHSSKMFKKKLEVFL PKFRXETLYGL RNPLSELGXPDXXSAK  57 
M_glutinosaSpn3    ----MLEKELNLEKLREWTHSSKMFKKKLEVFL PKFRLETLYGL RKPLSELGMPDAFSAK  56 
                     hG                 hH                                     s2C               s6A                   hI     
                                                                                                                                  
M_glutinosaSpn1    TADFSGITGNRDLFVSAVVHKAFVEVNEEGTEAAAATAAVMTCLSMPVPPPIVRFDHPFL   113 
M_glutinosaSpn2    TADXSGIXGNRDXFVSAVVHKAFVXVNEEGTEAAAATAAVMKFRCRPTPPQIVRXDHPFL   117 
M_glutinosaSpn3    TADFSGITGNRDLFVSAVVHKAFVEVNEEGTEAAAATAVVMMLGCMPTPPQIVRFDHPFL   116 
                                                   │                   ││         
                                        s5A              P15 Hinge                   P1  P1‘          s1C             s4B                
 
M_glutinosaSpn1    FFIRHNSSGSILFWGRYTSP--------------------------- 133 
M_glutinosaSpn2    FFIXHNNSGSIIFXGRYTSPXGGLLILFVPXHFCNWELLFTLDLXQQ 164 
M_glutinosaSpn3    FFIRHNSSGSILFWGRYTSP--------------------------- 136 
            s4B               s5B           
 
Abbildung 56: Alignment der Serpine der Gruppe 1 aus Myxine glutinosa 
Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt. Es zeigt die C-Termini der drei Serpine der Gruppe 1 aus 
Myxine glutinosa. Unterschiedliche Aminosäuren sind rot und Sequenzierlücken gelb markiert. Schwarz 
umrahmt ist die Serpinsignatur hervorgehoben, wodurch die Teilsequenzen eindeutig als Serpine zu 
identifizieren sind. Die Sekundärstrukturen sind aus den Kristallstrukturdaten des humanen Leukozyten 
Elastase Inhibitors (Homo sapiens) abgeleitet (PDB-ID: 4ga7). 
 
 
Die isolierte Teilsequenz MyxSpn4 aus Myxine glutinosa ist ebenfalls, aufgrund der typischen 
Hinge-Region (Aminosäuren 160-166), ein Serpin mit inhibitorischer Aktivität (Abbildung 57). 
An den Positionen P1 und P1‘ sind Arginin und Serin positioniert, welches für PN-1-
Sequenzen, außer der aus Chiloscyllium punctatum, konserviert ist. Des Weiteren zeigen die 
flankierenden Positionen (P2 bis P2‘) ebenfalls Ähnlichkeiten zu PN-1-Sequenzen anderer 
Vertebraten (Abbildung 58). Im Sequenzvergleich der Teilsequenz mit dem gleichen Bereich 
anderer PN-1-Sequenzen hat die Teilsequenz aus Myxine glutinosa 
Sequenzübereinstimmungen zwischen 35,5 % und 40,0 % und Sequenzähnlichkeiten 
zwischen 61,2 % und 64,6 %.  
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EPLFVSKVFQRAVVEVNEDGTEAAAATGVVITARSSLPTFTVDRPFLFLIWHHATDAVLFLGKVQNPK  
                           s5A                      Hinge                      P1/P1’        s1C                  s4B                        s5B 
 
Abbildung 57: Teilsequenz von MyxSpn4 
Über die Serpinsignatur (schwarzer Rahmen) ist die Teilsequenz von MyxSpn4 eindeutig als Serpin zu 
identifizieren. Die vorhandene Hinge-Region (lila) deutet auf ein inhibitorisches Serpin hin, das Arginin und 
Serin an den Positionen P1 und P1‘ besetzt hat (grau). Die α-Helices sind gelb und die β-Faltblätter A, B und C 
sind rot, blau und grün gekennzeichnet. Die Sekundärstrukturelemente sind nach Modellierung mit Phyre2 aus 
den Kristallstrukturdaten des humanen PN-1 abgeleitet (PDB-ID: 4dy0A).  
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X_tropicalis (NP_988931)      AKIEVNEDGTKASGATTAVLIARSS--PRWFTVDRPFLFFIRHNPTGAV 386 
M_musculus (NP_033281)        AKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFIVDRPFLFSIRHNPTGAI 388 
H_sapiens (P07093)            AKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFIVDRPFLFFIRHNPTGAV 389 
D_rerio (AAI63961)            AKIEVNEDGTKASATTSVILHARSS--PPWVTVDRPFLFLIRHNSSGTI 386 
C_punctatum                   AKIEVNEDGTKASAATAAVMMVKSLRIIPSFVVNRPFIYIIWHNPSGTI 388 
T_rubripes (XP_003968802)     AKIEVNEDGTKASAATTAILIARSS--PPWVAVDRPFLFLIRHNPTGTI 388 
S_salar (NP_001133589)        AKIEINEDGTKAAAVTTAILMARSS--PPWVIVDRPFLFLIRHNPTGTI 391 
A_carolinensis (XP_003218312) AKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFVVDRAFVFFIRHNPTGAV 387 
M_glutinosa                   AVVEVNEDGTEAAAATGVVITARSS--LPTFTVDRPFLFLIWHHATDAV 198 
H_sapiensA1AT(NP_001121179)   AVLTIDEKGTEAAGAMFLEAIP--MSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSP 406 
                                                                         s5A              Hinge                     ││               Insertion   s4B                 
                                                                                                                         P1  P1‘        s1C 
 
Abbildung 58: Alignment der RSL-Sequenzen von PN-1 mit MyxSpn4 
Das Alignment zeigt die konservierten Positionen im RSL (schwarz-weiß invertiert). Die Sequenz aus Myxine 
glutinosa zeigt in diesem Bereich eine starke Ähnlichkeit, dessen RSL-Sequenz ähnlicher zu PN-1-Sequenzen 
anderer Vertebraten ist als die aus Chiloscyllium punctatum. Die abweichende Aminosäure Lysin an der 
Position P1 des Proteins aus Chiloscyllium punctatum ist rot und die Insertion im RSL ist grün markiert. Die 
zugehörigen Zugangsnummern für die GenBank®-Datenbank sind in Klammern angegeben. Das vollständige 
Alignment ist dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 8.8.4). Die Sekundärstrukturelemente wurden von den 
Kristallstrukturdaten des humanen PN-1 abgeleitet (PDB-ID:4dy0). 
 
 
5.3.1 Identifizierung von abgelegten Serpinteilsequenzen aus Schleimaalen 
In der EST-Datenbank der GenBank®-Datenbank sind aus dem japanischen Schleimaal 
Eptatretus burgeri mehrere Serpinteilsequenzen abgelegt, welche nach Sequenzvergleichen 
mit Sequenzen der Proteindatenbank Serpinen der Gruppen 2, 3 und 4 zugeordnet werden 
konnten (Tabelle 38). Diese werden als zusätzliche Vergleichsdaten in die phylogenetischen 
Analysen der Gruppen einbezogen. 
 
Tabelle 38: Teilsequenzen des japanischen Schleimaals Eptatretus burgeri aus der EST-Datenbank 
(GenBank®) 
Wenn ein Organismus oder eine Familie angegeben ist, bezieht sich die Übereinstimmung nur auf die Serpine 
des Organismus oder der Familie. 
Gruppe Serpin (e-Value) Name  Zugangsnummer 
2 Angiotensinogen (Neunaugen; 1e-12);  
Heparin Kofaktor II (3e-09) 
E_burgeriSpnV2 (EST) FY414022 
3 Protease Nexin-1 (3e-31) E_burgeriSpnV3  BJ662426 
4 SpnV4_1 (Lampetra fluviatilis; 3e-56); 
Pigment Epithelium-Derived Factor (9e-35); 
α2-Antiplasmin (9e-28) 
E_burgeriV4_1 FY413328 
4 SpnV4_1 (Lampetra fluviatilis; 2e-40); 
α2-Antiplasmin (3e-24);  
Pigment Epithelium-Derived Factor; 
C1-Inhibitor (2e-24) 
E_burgeriSpnV4_2 FY413807 
4 α2-Antiplasmin (2e-12); 
SpnV4_1 (Lampetra fluviatilis; 3e-12) 
E_burgeriSpnV4_3 FY414314 
4 Pigment Epithelium-Derived Factor (3e-21); 
α2-Antiplasmin (5e-14) 
E_burgeriSpnV4_4 FY411970 
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5.4 Phylogenetische Analyse 
Die phylogenetische Analyse ist eine Methode um Verwandtschaftsbeziehungen auf 
Grundlage von Nukleotidsequenzen oder Aminosäuresequenzen darzustellen. Nachdem die 
jeweiligen Sequenzen mittels ClustalW über MEGA 5.1 aligniert wurden, konnten 
Stammbäume mit den Methoden Maximum-Parsimony, Maximum-Likelihood und Neighbor-
Joining erstellt werden (Abschnitte 2.6 und 4.8). In einer früheren Studie konnte gezeigt 
werden, dass die phylogenetischen Beziehungen von Serpinen durch die Neighbor-Joining-
Methode am besten wiedergegeben werden, da die Ergebnisse mit denen unabhängiger 
Methoden, die genomische oder chromosomale Daten verwenden, übereinstimmen 
(Atchley et al., 2001). Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit bevorzugt die Neighbor-
Joining-Methode für die Erstellung von phylogenetischen Stammbäumen verwendet. Zur 
Unterstützung des Neighbor-Joining-Stammbaums wurden phylogenetische Stammbäume 
der beiden anderen Methoden erstellt. 
Der phylogenetische Vergleich der isolierten Sequenzen aus Chiloscyllium punctatum und 
der Teilsequenzen aus Myxine glutinosa erfolgte mit Sequenzen aller Vertebratengruppen. 
Der phylogenetische Vergleich mit Sequenzen aus Knochenfischen, anderen Knorpelfischen 
oder Rundmäulern war schwierig, da aus diesen Organismen wenige Sequenzen abgelegt 
sind und deren Klassifikationen nur auf Sequenzähnlichkeiten beruhen und nicht 
experimentell überprüft wurden. Zusätzlich wurden Teilsequenzen aus Knorpelfischen, 
Neunaugen und Schleimaalen in die Stammbäume einbezogen, deren Klassifikation ebenfalls 
auf einem Abgleich mit Sequenzen der GenBank®-Datenbank beruhen, um weitere 
Vergleichsdaten zur Verfügung zu haben.  
 
 
5.4.1 Die Serpine der Gruppe 1 
Die bioinformatischen Analysen von CpLEI und CpSpnV1_2 aus Chiloscyllium punctatum 
haben gezeigt, dass beide Serpine eine große Ähnlichkeit zueinander besitzen und zur 
Gruppe 1 gehören (Abschnitt 5.2.1). Dies konnte auch für die drei Teilsequenzen aus Myxine 
glutinosa (MyxSpn1-3) gezeigt werden. Eine phylogenetische Analyse kann weitere Hinweise 
für die Klassifikation der Serpine und deren phylogenetischen Beziehungen zu den 
verschiedenen Mitgliedern der Gruppe 1 geben. Die phylogenetische Analyse gestaltete sich 
jedoch nicht ganz einfach, da Serpine der Gruppe 1 eine große Ähnlichkeit teilen.  
Die phylogenetischen Analysen mit Serpinsequenzen der Gruppe 1 verschiedener 
Organismen bestätigen die Ergebnisse der bioinformatischen Analysen (Abbildung 59). Im 
Neighbor-Joining-Stammbaum, der durch die humane α1-Antitrypsin-Sequenz gewurzelt 
wurde, bilden die SerpinB1-Sequenzen eine separate Gruppe, die sich in zwei 
Schwestergruppen aufteilt und von einem Bootstrap-Wert von 50 % bestätigt wird. Dabei 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE                                                                                                         
114 
 
bilden die Sequenzen der Säugetiere, Amphibien, Reptilien, Vögeln, Knochenfische und 
Knorpelfische eine Schwestergruppe, wohingegen sich die andere Schwestergruppe aus den 
Sequenzen des Meerneunauges (Petromyzon marinus) und den Teilsequenzen von Myxine 
glutinosa zusammensetzt. Die isolierte Sequenz von CpLEI wird dabei eindeutig dieser 
Gruppe und der Untergruppe der Knorpelfische zugeordnet. Die Sequenzen von SerpinB1 
aus Knorpelfischen teilen demnach einen letzten gemeinsamen Vorfahren mit Säugetieren, 
Vögeln, Reptilien und Amphibien. Die Schwestergruppe der Sequenzen aus Myxine glutinosa 
und dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) teilt sich wiederum in zwei 
Schwestergruppen auf, was insgesamt von hohen Bootstrap-Werten (66 % bis 100 %) 
untermauert wird. Interessant ist, dass die SerpinB6-ähnliche Sequenz aus dem 
Meerneunauge (Petromyzon marinus, Zugangsnr.: AEFG01029602+FD715897) ebenfalls in 
diese Gruppe integriert wird. Die übrigen Mitglieder der Gruppe 1 formen eigene separierte 
Gruppen innerhalb des phylogenetischen Stammbaums. Wobei Sequenzen, wie SerpinB3 
und SerpinB4 nicht eindeutig trennbar sind und auch die Sequenzen von SerpinB6 keine 
einheitliche Gruppe bilden. 
Wie die bioinformatischen Analysen dargelegt haben, teilen CpSpnV1_2 und MyxSpn2 mit 
der Extension des C-Terminus eine Besonderheit (Abschnitte 5.2.1 und 5.3). Mit Hilfe dieser 
Sequenzen wurden in der WGS-Datenbank zwei Sequenzen aus Knorpelfischen 
(Callorhinchus milii, Zugangsnr.: AAVX01051204; Leucoraja erinacea, Zugangsnr.: 
AESE011488760) mit ähnlichem C-Terminus aufgedeckt. Im Gegensatz zu MyxSpn2 bildet 
CpSpnV1_2 mit diesen Sequenzen und einer SerpinB6-ähnlichen Sequenz aus dem 
Elefantenhai (Callorhinchus milii, Zugangsnr.: AFK10654) eine eigene Gruppe, die sich in zwei 
Schwestergruppen aufteilt. Die Sequenz aus dem kleinen Rochen (Leucoraja erinacea) und 
CpSpnV1_2 aus Chiloscyllium punctatum bilden dabei eine Gruppe, welche sich von der 
Gruppe der Sequenzen des Elefantenhais (Callorhinchus milii) abgrenzt (Bootstrap-Wert:      
17 %). CpSpnV1_2, die beiden Sequenzen aus der WGS-Datenbank (GenBank®) sowie die als 
SerpinB6 klassifizierte Sequenz aus Callorhinchus milii gehen auf einen gemeinsamen 
Vorfahren zurück, den sie sich mit SerpinB6-Sequenzen, SerpinB8-Sequenzen und SerpinB9-
Sequenzen teilen. Die Abgrenzung wird, genau wie die Abgrenzung dieser Gruppe von der 
Gruppe der Sequenzen für SerpinB2, SerpinB5 und SerpinB10, lediglich von einem geringen 
Bootstrap-Wert mit 7 % begleitet. Ähnlich gering wird die Abspaltung der SerpinB1-
Sequenzen von diesen Gruppen bewertet (14 %). Dies spiegelt die hohe Ähnlichkeit der 
verschiedenen Serpine der Gruppe 1 wieder und macht eine Klassifikation von CpSpnV1_2 
und den ähnlichen Sequenzen aus Leucoraja erinacea und Callorhinchus milii schwierig.  
Die Neighbor-Joining-Baumkonstruktion wird durch eine vergleichbare Baumkonstruktion 
der Maximum-Likelihood-Methode bestärkt (Abschnitt 8.6.5). Darin ist CpLEI ebenfalls in die 
Gruppe der SerpinB1-Sequenzen integriert. CpSpnV1_2 und bildet auch in dieser 
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Stammbaumkonstruktion eine Gruppe mit den Teilsequenzen aus dem kleinen Rochen 
(Leucoraja erinacea) und dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) sowie eine der SerpinB6-
ähnlichen Sequenz aus dem Elefantenhai. Die Gruppe teilt vergleichbar mit dem Neighbor-
Joining-Stammbaum einen Ast mit SerpinB6, B8 und B9-Sequenzen, allerdings bilden diese 
Sequenzen eine große Gruppe mit den Sequenzen von SerpinB2 und SerpinB10, so dass die 
vier Sequenzen der Knorpelfische eine Schwestergruppe zu der großen Gruppe bilden. Im 
Maximum-Parsimony-Stammbaum sind die Sequenzen getrennt, wobei die beiden 
Sequenzen aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) eine Schwestergruppe zu der großen 
Gruppe aus SerpinB2, SerpinB6-, SerpinB8-, SerpinB9-, SerpinB10- und SerpinB12-Sequenzen 
bilden, während die Sequenzen aus Chiloscyllium punctatum und dem kleinen Rochen 
(Leucoraja erinacea) eine Schwestergruppe zu den Gruppen der SepinB2-, SerpinB10- und 
SerpinB12-Sequenzen bilden (Abschnitt 8.6.5). Insgesamt hat dieser Stammbaum jedoch nur 
niedrige Bootstrap-Werte außerhalb der Gruppen der jeweiligen Serpine.   
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Abbildung 59: Neighbor-Joining-Stammbaum der Serpine der Gruppe 1 
Der Stammbaum wurde mit der humanen α1-Antitrypsin-Sequenz gewurzelt und zeigt die Gruppierungen der 
Mitglieder der Gruppe 1. CpLEI und die Teilsequenzen aus Myxine glutinosa bilden eine Gruppe mit den 
SerpinB1-Sequenzen, in welcher CpLEI mit SerpinB1-Sequenzen aus Säugetieren, Vögeln, Reptilien und 
Amphibien und die Teilsequenz aus Myxine glutinosa mit den SerpinB1-, SerpinB1-ähnlichen- sowie einer 
SerpinB6-ähnlichen-Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) je eine Schwestergruppe bilden. 
CpSpnV1_2 hingegen kann keinem der 13 Mitglieder der Gruppe 1 zugeordnet werden, bildet jedoch mit 
Teilsequenzen anderer Knorpelfische und einer SerpinB6-ähnlichen-Sequenz aus Callorhinchus milii eine 
Gruppe, die einen letzten gemeinsamen Vorfahren mit den Sequenzen von SerpinB6, SerpinB8 und SerpinB9 
haben. Mit WGS und EST sind Sequenzen aus den entsprechenden Datenbanken gekennzeichnet. Die SerpinB1-
ähnliche- und SerpinB6-ähnliche-Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) wurden aus 
überlappenden Sequenzen zusammengesetzt. Teilsequenzen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. An den 
Knoten sind die jeweiligen Bootstrap-Werte in Prozent angegeben (von 1000 Pseudoreplikaten). Die 
Zugangsnummern der Sequenzen für die Datenbanken sind Abschnitt 8.6 zu entnehmen.  
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5.4.2 Die Serpine der Gruppe 2  
Für die phylogenetischen Analysen der Serpine HCII und Angiotensinogen sind Sequenzen 
aus verschiedenen Vertebratengruppen abgelegt. Für α1-Antitrypsin dagegen stehen aus 
Rundmäulern und Knorpelfischen keine überprüften Daten zur Verfügung, obwohl es eine 
abgelegte Sequenz aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) und Teilsequenzen anderer 
Knorpelfische gibt, deren Klassifikationen jedoch nur auf Sequenzähnlichkeiten basieren.  
Der phylogenetische Stammbaum der Serpinsequenzen der Gruppe 2 wurde unter 
Verwendung der humanen Hsp47-Sequenz als Außengruppe gewurzelt (Abbildung 60). Der 
Neighbor-Joining-Stammbaum zeigt die deutlichen Gruppierungen und Separierungen der 
verschiedenen Mitglieder der Gruppe 2 und wird im Allgemeinen von hohen Bootstrap-
Werten gestützt. Die Sequenzen von SerpinA1, SerpinA3 bis A7, SerpinA9, SerpinA11, 
SerpinA12 und SerpinA14 (α1-Antitrypsin-ähnliche Serpine) bilden eine große Gruppe, 
innerhalb welcher die einzelnen Serpine eigene Untergruppen bilden. Die Angiotensinogen-
Sequenzen, HCII-Sequenzen und SerpinA10-Sequenzen bilden jeweils eigene Gruppen, 
wobei die Gruppe der SerpinA10-Sequenzen eine nähere Verwandtschaft zu der Gruppe der 
α1-Antitrypsin-ähnlichen Serpine besitzt als die Gruppe der Angiotensinogen-Sequenzen 
oder HCII-Sequenzen. Die bereits klassifizierten Serpine aus Chiloscyllium punctatum CpAng 
und CpHCII werden den jeweiligen Gruppen zugeordnet und zeigen innerhalb diesen eine 
nahe Verwandtschaft zu Sequenzen anderer Knorpelfische. In der Gruppe der 
Angiotensinogen-Sequenzen bildet CpAng mit Angiotensinogen-Sequenzen aus 
Knorpelfischen eine Schwestergruppe zu den Sequenzen aus Knochenfischen, Vögeln, 
Amphibien und Säugetieren, was durch einen Bootstrap-Wert von 89 % begleitet wird. Die 
Angiotensinogen-Sequenzen aus Neunaugen bilden dabei eine völlig separierte Gruppe, als 
eine Art Schwestergruppe zu allen Mitgliedern der Gruppe 2 (Bootstrap-Wert: 59 %). Im 
Maximum-Parsimony-Stammbaum haben die Sequenzen ebenfalls einen eigenen Ast, der 
aber keine Außenposition im Stammbaum einnimmt, sondern zwischen den Gruppen der 
Angiotensinogen-Sequenzen und der HCII-Sequenzen positioniert ist (Abschnitt 8.7.8). Im 
Maximum-Likelihood-Stammbaum dagegen sind die Angiotensinogen-Sequenzen der 
Neunaugen in der Angiotensinogengruppe integriert (Abschnitt 8.7.8). In der Gruppe der 
HCII-Sequenzen bildet CpHCII mit Sequenzen anderer Knorpelfische und Knochenfische eine 
Schwestergruppe zu den Sequenzen aus Vögeln, Amphibien und Säugetieren (Bootstrap-
Wert: 98 %). Auch innerhalb dieser Gruppe separieren sich die Sequenzen aus Neunaugen 
(Bootstrap-Wert: 96 %), jedoch teilen sie einen Ast mit den übrigen HCII-Sequenzen und 
bilden keinen eigenen, wie bei den Angiotensinogen-Sequenzen. Die Teilsequenz aus dem 
japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri) ist in die Gruppe der HCII-Sequenzen integriert, 
innerhalb derer sie einen eigenen Ast bildet und sich früh von den übrigen 
Gruppenmitgliedern separiert, was durch einen Bootstrap-Wert von 32 % begleitet wird. Die 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE                                                                                                         
118 
 
Position dieser Sequenz in der Gruppe der HCII-Sequenzen stimmt mit der Positionierung im 
Maximum-Likelihood-Stammbaum überein (Abschnitt 8.7.8). Im Maximum-Parsimony-
Stammbaum nimmt die Teilsequenz wiederum eine andere Position ein, dem zu folge diese 
Sequenz eine nahe Verwandtschaft zu den Angiotensinogen-Sequenzen der Knorpelfische 
hat, insbesondere zu der Sequenz des Elefantenhais (Callorhinchus milii; Abschnitt 8.7.8). 
CpSpnV2_2 konnte als ein Serpin der Gruppe 2, aber nicht als ein bestimmtes Mitglied 
klassifiziert werden, obwohl die bisherigen Ergebnisse auf α1-Antitrypsin hindeuten 
(Abschnitt 5.2.1). Diese Annahme wird durch den phylogenetischen Stammbaum gestärkt. 
CpSpnV2_2 aus Chiloscyllium punctatum befindet sich in einer Gruppe mit den                       
α1-Antitrypsin-Sequenzen, in der es eine Untergruppe mit den Teilsequenzen anderer 
Knorpelfische und der vollständigen Sequenz aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) 
bildet. Zusammen mit α1-Antitrypsin-Sequenzen aus Knochenfischen bilden sie eine 
Schwestergruppe zu α1-Antitrypsin-Sequenzen aus Vögeln, Amphibien und Säugetieren 
(Bootstrap-Wert: 30 %). Die Einordnung von CpSpnV2_2 in die Gruppe der α1-Antitrypsin-
Sequenzen ist eindeutig und wird mit Bootstrap-Werten von 60 % bis 100 % begleitet, so 
dass CpSpnV2_2 als α1-Antitrypsin aus Chiloscyllium punctatum (Cpa1AT) klassifiziert werden 
kann. 
Insgesamt werden die Positionen der drei Serpine der Gruppe 2 aus Chiloscyllium punctatum 
im Neighbor-Joining-Stammbaum von den Stammbäumen der Maximum-Likelihood-
Methode und der Maximum-Parsimony-Methode unterstützt (Abschnitt 8.7.8). Einzig die  
α1-Antitrypsin-Sequenzen bilden in den Maximum-Likelihood- und Maximum-Parsimony-
Stammbäumen keine geschlossene Gruppe, sondern zeigen jeweils nähere 
Verwandtschaften zu Serpingruppen von anderen Gruppenmitgliedern.  
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Abbildung 60: Neighbor-Joining-Stammbaum der Serpine der Gruppe 2 
Der Baum wurde mit der humanen Hsp47-Sequenz gewurzelt. CpAng und CpHCII sind in die jeweiligen Gruppen 
integriert, zusammen mit Sequenzen anderer Knorpelfische. CpSpnV2_2 bildet eine Gruppe mit α1-Antitrypsin-
Sequenzen, in der es mit der Sequenz aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) und den Teilsequenzen aus 
dem kleinen Rochen (Leucoraja erinacea) und dem weißgepunkteten Bambushai (Chiloscyllium plagiosum) eine 
Untergruppe bildet. Die Angiotensinogen-Sequenzen aus Neunaugen nehmen eine Außenposition im 
Stammbaum ein, im Gegensatz zu der Teilsequenz aus dem japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri), die 
einen Ast mit der Gruppe der HCII-Sequenzen teilt. Sequenzen aus den EST- oder WGS-Datenbanken sind 
entsprechend gekennzeichnet. Teilsequenzen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Die Bootstrap-Werte 
von 1000 Pseudoreplikaten sind in Prozent an den jeweiligen Knoten angegeben. Die entsprechenden 
Zugangsnummern sind in Abschnitt 8.7 aufgeführt. 
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In der WGS-Datenbank des Elefantenhais (Callorhinchus milii) ist eine zweite HCII-ähnliche-
Sequenz abgelegt. In der WGS-Datenbank des kleinen Rochens (Leucoraja erinacea, 
Zugangsnr.: AESE010078136) kann durch Verwendung der HCII-ähnlichen-Sequenz aus dem 
Elefantenhai (Callorhinchus milii) als Eingabesequenz (tblastx) eine ähnliche Sequenz 
nachgewiesen werden. Diese Sequenz unterscheidet sich ebenfalls von der Sequenz aus der 
EST-Datenbank. Allerdings sind beide Sequenzen bisher nur auf genomischer Ebene 
nachgewiesen worden. Auch durch explizite Suche nach einer ähnlichen Sequenz konnte 
eine solche nicht auf cDNA-Ebene in Chiloscyllium punctatum nachgewiesen werden, so dass 
für diese Sequenzen ein eigener Stammbaum konstruiert wurde. Im Neighbor-Joining-
Stammbaum sind beide Sequenzen in die Gruppe der HCII-Sequenzen integriert (Abbildung 
61). Sie teilen keinen Ast mit den HCII-Sequenzen der Knorpelfische, die auf cDNA-Ebene 
gewonnen wurden, sondern bilden einen eigenen Ast und teilen ihren letzten gemeinsamen 
Vorfahren mit allen Mitgliedern der Gruppe der HCII-Sequenzen (Bootstrap-Wert: 93 %). In 
den anderen Stammbaumkonstruktionen hingegen zeigen sie eine nähere Verwandtschaft 
zu den übrigen HCII-Sequenzen. Dennoch bilden sie einen eigenen Ast zwischen den 
Sequenzen aus Neunaugen und Knorpelfischen. Alle drei Stammbaumkonstruktionen 
bestätigen die beiden Sequenzen als HCII-ähnliche-Sequenzen mit deutlichen Unterschieden 
zu den HCII-Sequenzen, die auf cDNA-Ebene gewonnen wurden. Durch die Integration der 
WGS-Sequenzen der Knorpelfische in den Stammbaum verliert die Teilsequenz des 
japanischen Schleimaals (Eptatretus burgeri) die Position in der Gruppe der HCII-Sequenzen 
und bildet einen eigenen Ast in einer Außenposition, ähnlich wie die Angiotensinogen-
Sequenzen der Neunaugen.  
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Abbildung 61: Neighbor-Joining-Stammbaum der Serpine der Gruppe 2 mit den HCII-ähnlichen-Sequenzen 
aus dem Genom von Knorpelfischen  
Der Baum wurde mit der humanen Hsp47-Sequenz gewurzelt. Die beiden HCII-ähnlichen-Sequenzen der 
Knorpelfische sortieren sich in die Gruppe der HCII-Sequenzen ein und bilden eine Schwestergruppe zu den 
übrigen HCII-Sequenzen. Die Teilsequenz aus dem japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri) verliert durch 
das Hinzufügen der beiden HCII-ähnlichen-Sequenzen die Zugehörigkeit zur HCII-Gruppe und bildet einen 
eigenen, separierten Ast. Mit WGS und EST sind Sequenzen aus den entsprechenden Datenbanken 
gekennzeichnet. Mit einem Stern (*) sind Teilsequenzen gekennzeichnet. An den jeweiligen Knoten sind die 
Bootstrap-Werte (in Prozent) für 1000 Pseudoreplikate angegeben. Die Zugangsnummern für die Sequenzen 
sind in Abschnitt 8.7 aufgelistet. 
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5.4.3 Die Serpine der Gruppe 3 
Mit CpNS und CpPN-1 wurden zwei Mitglieder der Gruppe 3 aus Chiloscyllium punctatum 
und mit MyxSpn4 eine Serpinteilsequenz dieser Gruppe aus Myxine glutinosa isoliert. Die 
Gruppe 3 setzt sich zusätzlich aus Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1), SerpinE3 und 
Pancpin zusammen. Mit diesen Mitgliedern wurde ein phylogenetischer Stammbaum 
erstellt, welcher mit der humanen α1-Antitrypsin-Sequenz als Außengruppe gewurzelt 
wurde.  
Die Mitglieder der Gruppe 3 zeigen im Neighbor-Joining-Stammbaum deutlich abgetrennte 
Gruppen (Abbildung 62). Nach dem Klassifikationssystem von Irving et al. (2000) können die 
Serpine der Gruppe 3 in die Klassen E und I eingeteilt werden, welches der Stammbaum 
widerspiegelt. Von der Außengruppe aus bilden sich zwei Schwestergruppen aus PAI-1 
(SerpinE1), PN-1 (SerpinE2) und SerpinE3 sowie aus Neuroserpin (SerpinI1) und Pancpin 
(SerpinI2). Die Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) bildet zusammen mit 
den Teilsequenzen aus dem japanischen und nordatlantischen Schleimaal (Eptatretus burgeri 
und Myxine glutinosa) eine Gruppe, die eine Schwestergruppe zu der Gruppe der SerpinE3-
Sequenzen bildet. Dies deckt sich nicht mit den Ergebnissen der Sequenzvergleiche der 
Proteindatenbank (GenBank®). Die Sequenzen aus dem Meerneunauge und den 
Schleimaalen werden dabei eindeutig Protease Nexin-1 zugeordnet (Abschnitt 5.3). Die 
Trennung der Sequenzen der Rundmäuler von der Gruppe der SerpinE3-Sequenzen wird von 
einem Bootstrap-Wert von 41 % gestützt, wohingegen die Trennung von den Gruppen der 
PN-1-Sequenzen und der PAI-1-Sequenzen von einem Bootstrap-Wert von 58 % begleitet 
wird. Der Maximum-Likelihood-Stammbaum zeigt ebenfalls die Zugehörigkeit der Sequenzen 
aus Rundmäulern zur Klasse E. Allerdings bilden diese Sequenzen zusammen einen eigenen 
Ast, separiert von den Gruppen der SerpinE3-Sequenzen, PN-1-Sequenzen und PAI-1-
Sequenzen (Bootstrap-Wert: 53 %; Abschnitt 8.8.6). Die Sequenzen aus den Rundmäulern 
teilen demnach einen unmittelbaren gemeinsamen Vorfahren mit allen Mitgliedern der 
Klasse E, im Gegensatz zum Stammbaum der Neighbor-Joining-Methode, in dem sie einen 
unmittelbaren gemeinsamen Vorfahren mit den SerpinE3-Sequenzen haben. Die isolierten 
Sequenzen aus Chiloscyllium punctatum werden in die jeweilige Untergruppe integriert und 
bilden zusammen mit Sequenzen anderer Knorpelfischen oder allein eine Untergruppe. 
Interessanterweise teilen diese Untergruppen einen unmittelbaren gemeinsamen Vorfahren 
mit Sequenzen aus Amphibien und höheren Vertebraten. Der gemeinsame Vorfahre mit 
Sequenzen aus Knochenfischen liegt weiter zurück. Insgesamt werden die Gruppenbildungen 
sowie die Trennungen innerhalb der Gruppen mit hohen Bootstrap-Werten und durch eine 
ähnliche Positionierung in den Maximum-Likelihood- und Maximum-Parsimony-
Stammbäumen gefestigt, wobei die CpPN-1-Sequenz im Maximum-Likelihood-Stammbaum 
einen Ast mit den PN-1-Sequenzen teilt, aber nicht in die Gruppe integriert ist, sondern sich 
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früh abspaltet. Die frühe Trennung wird mit einem Bootstrap-Wert von 99 % bestätigt und 
korreliert mit den Veränderungen im RSL von CpPN-1 (Abschnitt 8.8.6). 
 
 
 
Abbildung 62: Neighbor-Joining-Stammbaum der Serpine der Gruppe 3 
Der Baum wurde mit der humanen α1-Antitrypsin-Sequenz gewurzelt. Er beinhaltet Sequenzen der fünf 
Mitglieder der Gruppe 3. Serpine der Klasse E und der Klasse I bilden Schwestergruppen zueinander, in welchen 
die Mitglieder je eigene Gruppen bilden. Die isolierten Sequenzen aus Chiloscyllium punctatum integrieren sich 
in die jeweiligen Gruppen. Die Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) und die Teilsequenzen 
aus den Schleimaalen (Myxine glutinosa, Eptatretus burgeri) bilden eine Schwestergruppe zu den SerpinE3-
Sequenzen. Sequenzen aus der EST-Datenbank sind entsprechend gekennzeichnet. Mit einem Stern (*) sind 
Teilsequenzen markiert. Die Bootstrap-Werte sind an den jeweiligen Knoten für 1000 Pseudoreplikate in 
Prozent angegeben. Zugangsnummern der verwendeten Sequenzen sind dem Anhang 8.8 zu entnehmen. 
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5.4.4 Serpine der Gruppe 4  
Die Gruppe 4 setzt sich neben α2-Antiplasmin aus den Serpinen C1-Inhibitor und Pigment 
Epithelium-Derived Factor (PEDF) zusammen. Aus Chiloscyllium punctatum konnte ein Serpin 
dieser Gruppe isoliert werden, das über bioinformatische Analysen und 
Komplexierungsstudien als α2-Antiplasmin klassifiziert wurde. In den Datenbanken sind 
bisher eine Serpinsequenz der Gruppe 4 aus dem Flussneunauge (Lampetra fluviatilis, 
Zugangsnr.: CAX18777) und drei Sequenzen aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus, 
Zugangsnr.: ENSPMAP00000008943, AAC63406, ENSPMAP00000003265) abgelegt. 
Außerdem wurde im Rahmen einer Doktorarbeit ein weiteres Serpin dieser Gruppe aus dem 
Flussneunauge (Lampetra fluviatilis) isoliert (Wang, nicht veröffentlichte Daten). Außer einer 
Sequenz (Zugangsnr.: ENSPMAP00000003265) weisen alle Serpine eine Hinge-Region auf, 
was auf eine inhibitorische Aktivität hindeutet. Da sie zusätzlich eine Extension am                  
C-Terminus aufweisen, deutet dies auf eine Verwandtschaft zu α2-Antiplasmin hin. Daneben 
sind in EST-Datenbanken vier Teilsequenzen aus dem japanischen Schleimaal (Eptatretus 
burgeri) abgelegt, welche in Datenbankrecherchen Ähnlichkeiten mit den Serpinen aus dem 
Flussneunauge und PEDF zeigen (Tabelle 38). Außerdem sind Teilsequenzen aus 
Knorpelfischen für C1-Inhibitor und PEDF abgelegt, so dass bereits in Knorpelfischen jedes 
Mitglied der Gruppe 4 präsent ist. Der Stammbaum in Abbildung 63 zeigt die Bildung von 
zwei Schwestergruppen, bestehend aus α2-Antiplasmin-Sequenzen und C1-Inhibitor-
Sequenzen sowie den PEDF-Sequenzen und den Sequenzen aus Neunaugen und dem 
Schleimaal. Die erste Schwestergruppe unterteilt sich in klar separierte Gruppen aus           
α2-Antiplasmin-Sequenzen und C1-Inhibitor-Sequenzen (Bootstrap-Wert 45 %). Cpα2AP ist in 
die Gruppe der α2-Antiplasmin-Sequenzen integriert und teilt zusammen mit der Teilsequenz 
des weißgepunkteten Bambushais (Chiloscyllium plagiosum) einen unmittelbaren Vorfahren 
mit Sequenzen aus Amphibien und Säugetieren. Die α2-Antiplasmin-Sequenzen der 
Knochenfische bilden dazu eine Schwestergruppe (Bootstrap-Wert: 96 %). Innerhalb der 
Gruppe der C1-Inhibitor-Sequenzen bilden die Vertebratengruppen eigene Gruppen, die mit 
Bootstrap-Werten von 55 % und 99 % unterstützt werden.  
Die andere Schwestergruppe (PEDF-Sequenzen und Sequenzen aus den Rundmäulern) zeigt 
zwei deutlich separierte Gruppen. Wobei eine Gruppe aus PEDF-Sequenzen und je einer 
Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) und dem japanischen Schleimaal 
(Eptatretus burgeri) zusammengesetzt ist und die andere Gruppe aus den vollständigen 
Sequenzen und Teilsequenzen der Neunaugen und des japanischen Schleimaals aufgebaut 
ist. Die Sequenz aus dem Meerneunauge (Zugangsnr.: ENSPMAP00000003265), die einen Ast 
mit den PEDF-Sequenzen teilt, hat keine Hinge-Region, was mit der fehlenden 
inhibitorischen Aktivität von PEDF übereinstimmt, weshalb diese Sequenz und die ebenfalls 
dort positionierte Sequenz aus dem japanischen Schleimaal (in Tabelle 38 vorläufig als 
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SpnV4_4 bezeichnet) als F1-ähnliche-Sequenzen bezeichnet werden können. Die Trennung 
dieser beiden Gruppen wird von einem Bootstrap-Wert von 54 % unterstützt. Jede der drei 
Sequenzen aus den Neunaugen wird jeweils von mindestens einer Teilsequenz aus dem 
japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri) begleitet. Das zeigt, dass die Sequenzen der 
Gruppe 4 aus dem Schleimaal bereits differenziert sind. Die Bildung der Gruppen innerhalb 
des Stammbaums wird durch ähnliche Gruppenbildungen im Maximum-Parsimony-
Stammbaum unterstützt (Abschnitt 8.9.4). Im Maximum-Likelihood-Stammbaum bilden die 
SpnV4_1-Sequenzen und SpnV4_2-Sequenzen der Rundmäuler eine Schwestergruppe zu den 
übrigen Mitgliedern der Gruppe 4 (Abschnitt 8.9.4). 
 
 
 
Abbildung 63: Neighbor-Joining-Stammbaum der Serpine der Gruppe 4 
Der Baum wurde mit der humanen α1-Antitrypsin-Sequenz gewurzelt. Die isolierte Sequenz aus Chiloscyllium 
punctatum befindet sich in einer Gruppe mit α2-Antiplasmin-Sequenzen. Je eine Sequenz aus dem 
Meerneunauge (Petromyzon marinus) und eine Teilsequenz aus dem japanischen Schleimaal (Eptatretus 
burgeri) integrieren sich in die Gruppe der PEDF-Sequenzen, wobei die übrigen Sequenzen der Rundmäuler 
eine Schwestergruppe zu den PEDF-Sequenzen bilden. Die mit SerpinF1? und Serpin? bezeichneten Sequenzen 
können auf Grund der Teilsequenzen und fehlender experimenteller Daten nicht eindeutig in die 
Klassifikationssysteme eingeordnet werden. Mit EST sind Sequenzen aus der entsprechenden Datenbank und 
mit einem Stern (*) sind Teilsequenzen gekennzeichnet. An den Knoten sind die Bootstrap-Werte (in Prozent) 
für 1000 Pseudoreplikate angegeben. Die Zugangsnummern der verwendeten Sequenzen sind in Abschnitt 8.9 
aufgelistet.  
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5.4.5 Serpin der Gruppe 5  
Die phylogenetische Analyse der Gruppe 5 Serpine beschränkt sich auf ATIII-Sequenzen, da 
dies das einzige Mitglied dieser Gruppe ist. Der Neighbor-Joining-Stammbaum wurde mit der 
humanen α1-Antitrypsin-Sequenz gewurzelt (Abbildung 64). Der Stammbaum bildet zwei 
Schwestergruppen in denen jede der Vertebratengruppen eine eigene Gruppe bildet. Der 
Stammbaum spiegelt die allgemeinen Verwandtschaftsbeziehungen der 
Vertebratengruppen, außer der vertauschten Positionen von Knochenfischen und 
Knorpelfischen, wider. ATIII-Sequenzen aus Knorpelfischen haben demnach einen letzten 
gemeinsamen Vorfahren mit Säugetieren, Vögeln, Reptilien und Amphibien. Die Sequenzen 
aus Knochenfischen haben weniger Gemeinsamkeiten mit den Sequenzen aus Säugetieren, 
Vögeln, Reptilien und Amphibien. Die hohen Bootstrap-Werte (50 % bis 100 %) stützten die 
Stammbaumkonstruktion ebenso wie die Maximum-Likelihood- und Maximum-Parsimony-
Stammbäume, die den gleichen Aufbau zeigen (Abschnitt 8.10.3). Bis heute konnte in 
Neunaugen oder Schleimaalen kein ATIII nachgewiesen werden. 
 
 
 
Abbildung 64: Neighbor-Joining-Stammbaum der Serpine der Gruppe 5 
Der Stammbaum wurde mit Hilfe der humanen α1-Antitrypsin-Sequenz gewurzelt. Die Sequenzen aus 
Knochenfischen bilden eine Schwestergruppe zu den übrigen ATIII-Sequenzen. Die Sequenz aus Chiloscyllium 
punctatum formt eine Gruppe mit den Teilsequenzen anderer Knorpelfische. Sequenzen aus der EST-
Datenbank sind entsprechend gekennzeichnet. Teilsequenzen sind mit einem Stern (*) markiert. Die Bootstrap-
Werte (von 1000 Pseudoreplikaten) sind an den Knoten in Prozent angegeben. Die Zugangsnummern der 
Sequenzen sind dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 8.10). 
 
 
5.4.6 Serpin der Gruppe 6 
Der Stammbaum mit Hsp47-Sequenzen wurde mit der humanen α1-Antitrypsin-Sequenz 
gewurzelt (Abbildung 65). Die Hsp47-Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon 
marinus) nimmt im Neighbor-Joining-Stammbaum eine Außenposition ein und teilt demnach 
den letzten gemeinsamen Vorfahren mit allen anderen Hsp47-Sequenzen des Stammbaums. 
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Die Sequenzen aus den Knorpelfischen nehmen eine Position zwischen den Knochenfischen 
und den höheren Vertebraten sowie den Amphibien ein. Die Trennung wird mit einem 
Bootstrap-Wert von 67 % gefestigt, obwohl diese Position durch die Stammbäume der 
Maximum-Likelihood- und Maximum-Parsimony-Methode nicht gefestigt werden, in denen 
Knochenfische und Knorpelfische die Positionen tauschen (Abschnitt 8.11.3). Die Teilsequenz 
aus dem Dornhai (Squalus acanthias, Zugangsnr.: DV498433) bildet keine Gruppe mit der 
Sequenz aus Chiloscyllium punctatum, sondern formt einen eigenen Ast. Möglicherweise ist 
dies in der unvollständigen Sequenz des Dornhais zu begründen (Bootstrap-Wert: 35 %).  
 
 
 
Abbildung 65: Neighbor-Joining-Stammbaum der Gruppe 6  
Der Stammbaum wurde mit Hilfe der humanen α1-Antitrypsin Sequenz gewurzelt. Als erstes spaltet sich die 
Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) ab. CpHsp47 und die Teilsequenz aus dem Dornhai 
(Squalus acanthias; aus EST-Datenbank) bilden keine gemeinsame Gruppe, positionieren sich aber zwischen die 
Knochenfische und höheren Vertebraten und Amphibien. Teilsequenzen (*) sind gekennzeichnet. An den 
jeweiligen Knoten sind die Bootstrap-Werte in Prozent für 1000 Pseudoreplikate angegeben. Die 
Zugangsnummern sind in Abschnitt 8.11 angegeben.  
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6 Diskussion 
 
 
6.1 Degenerierte Primer 
In dieser Arbeit wurden Serpin-Suchprimer und individuelle degenerierte Primer verwendet. 
Die Serpin-Suchprimer decken Sequenzmotive für eine große Anzahl von Serpinen ab 
(Abschnitt 4.3.7). Lediglich drei Serpine konnten mit Hilfe der Serpin-Suchprimer gefunden 
werden, wodurch die Problematik dieser Primer aufgezeigt wird. Gerade aus der 
universellen Einsetzbarkeit und Suchmöglichkeit resultieren die Nachteile der Primer: (1) Das 
Sequenzmotiv der reverse-Primer deckt die Hinge-Region ab, wodurch eine Isolierung von 
nicht-inhibitorischen Serpinen ausgeschlossen wird, da sie keine konservierte Hinge-Region 
besitzen. (2) Die Amplifikate haben bei verschiedenen Serpinen die gleiche Größe, da die 
Primerbindestellen innerhalb der Serpinkernsequenz liegen, so dass zusätzliche Analysen 
notwendig sind. (3) Die identischen Amplifikatgrößen können dazu führen, dass stark 
exprimierte Serpine niedrig exprimierte Serpine überlagern, so dass sie nicht isoliert oder in 
folgenden Analyseverfahren übersehen werden. (4) Um möglichst viele Serpine abdecken zu 
können, wurden die Primer auf die universellen Sequenzmotive mit einem hohen 
Degenerierungsgrad gelegt (jede 3. Base ist degeneriert, 49 verschiedene Primersequenzen). 
In Kombination mit niedrigen Annealing-Temperaturen, einer erhöhten Anzahl an PCR-
Zyklen und einer häufig benötigten Nested-PCR werden unspezifische Primerbindungen 
unterstützt und in einer hohen Konzentration amplifiziert. (5) Die Serpin-forward-
Suchprimer haben einen niedrigen GC-Gehalt und meist eine niedrige Schmelztemperatur. 
Der GC-Gehalt sollte zwischen 40 % und 60 % liegen (Lowe et al., 1990). Der GC-Gehalt der 
Serpin-forward-Suchprimer liegt bei ungefähr 40 % und niedriger, so dass die Bedingungen 
für die PCR nicht optimal sind. Zusätzlich sind die mittleren Schmelztemperaturen der 
Serpin-forward-Suchprimer mit 53 °C bis 58,5 °C niedrig (Tabelle 39). Die 
Schmelztemperaturen beeinflussen die Annealing-Temperatur, in dem diese häufig 2 °C bis   
5 °C unter der Schmelztemperatur liegt. Je niedriger die Annealing-Temperatur ist desto 
unspezifischer ist das Amplifikat (Dieffenbach et al., 1993). (6) Die Eigenschaften der 
forward-Primer und der reverse-Primer sind stark verschieden (Tabelle 39), so dass eine PCR 
mit optimalen Bedingungen für beide Primer schwierig durchzuführen ist. (7) Der Vergleich 
der forward-Primer-Sequenzmotive und reverse-Primer-Sequenzmotive mit den 
Sequenzmotiven der zehn isolierten Serpine verdeutlicht, dass die Serpin-Suchprimer trotz 
der konservierten Motive und des hohen Degenerierungsgrades nicht alle Motive ideal 
abdecken (Abbildung 66).  
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Tabelle 39: Eigenschaften der degenerierten Serpin-Suchprimer 
Primername GC-Gehalt [%] Schmelztemperatur [°C] Länge [bp] 
  niedrigste mittlere höchste  
dsP_2nd_NAVY+ 43,1 50,7 58,5 65,9 29 
dsP_2nd_NAIY+ 39,1 48,7 56,6 64,1 29 
dsP_2nd_NYIF+ 32,2 45,9 53,3 60,6 29 
dsP_2nd_NAIH+ 42,5 50,7 58,5 66,2 29 
dsP_NEEG_a- 59,6 59,2 65,7 72,2 26 
dsP_NEEG_b- 63,5 61,0 67,4 73,9 26 
dsP_DEEG- 65,4 59,5 66,8 74,1 26 
 
 
                           forward-Motiv                  reverse-Motiv 
NAVY+ 5‘-GTNCTNGTNAAYGCNGTNTAYTTYAARGG-3‘  NEEG_a- 5‘-GCNGCNGCYTCNGTNCCYTCYTCATT-3‘ 
NAIY+ 5‘-GTNCTNGTNAAYGCNATHTAYTTYAARGG-3‘  NEEG_b- 5‘-GCNGCNGCYTCNGTNCCYTCYTCGTT-3‘ 
NYIF+ 5‘-GTNCTNGTNAAYTAYATHTTYTTYAARGG-3‘  DEEG-   5‘-GCNGCNGCYTCNGTNCCNTCYTCRTC-3‘ 
NAIH+ 5‘-GTNCTNGTNAAYGCNATHCAYTTYAARGG-3‘ 
V1_1  5‘-GTGTTGGTGAATGCTATCTACTTCAAAGG-3‘  V1_1    5‘-GCTGCTGCTTCAGTTCCCTCCTCATT-3‘ 
V1_2  5‘-GCTCTTGTAAATGCTATCTACTTTAAGGG-3‘  V1_2    5‘-GCTGCAGCCTCTGTGCCCTCTTCATT-3‘ 
V2_1  5‘-ATGATTCTGAACTGCTTCTACTTGAAAGG-3‘  V2_1    5‘-GATGCTGCTGTTGTTCCTTCTTCATT-3‘ 
V2_2  5‘-ATGCTTCTCAATTATGTCTTGTTCAAAGG-3‘  V2_2    5‘-GCTGTAGCTTTTGTTCCTGTTTCATC-3‘ 
V2_3  5‘-GTGTTGGCCAGTTACATTCACTTTAAAGG-3‘  V2_3    5‘-----keine Hinge-Region-----3‘ 
V3_1  5‘-GTTCTTGTTAATGCAATTTACTTTAAAGG-3‘  V3_1    5‘-GCAGCTGCTTCGGAACCTTCTTCAGT-3‘ 
V3_2  5‘-GTGGTGGTCAATGCACTTTTTTTCAAGGG-3‘  V3_2    5‘-GCTGAAGCTTTAGTTCCATCTTCATT-3‘ 
V4_1  5‘-CTGTTGCTGAATGCCATCCATTTCAAAGG-3‘  V4_1    5‘-AATGGTGGTCGATTGATGGTCCACTT-3‘ 
V5_1  5‘-GTTATTGTTAACGCAATCTATTTTAAGGG-3‘  V5_1    5‘-TCCAGCAGCTTCACTACCTTCCTCAT-3‘ 
V6_1  5‘-ATGATCATCAATGCTATGTTCTTCAAACC-3‘  V6_1    5‘-----keine Hinge-Region-----3‘ 
 
Abbildung 66: Vergleich der Serpin-Suchprimer und der Sequenzmotive der isolierten Serpine aus 
Chiloscyllium punctatum 
Die Sequenzen der forward-Primer und reverse-Primer sind mit den jeweiligen Sequenzmotiven der isolierten 
Serpine aus Chiloscyllium punctatum aligniert. Die Unterschiede unter den Primern sind gelb markiert. 
Positionen die durch die Primer abgedeckt werden, sind schwarz-weiß invertiert gekennzeichnet. Die grau 
markierten Buchstaben sind Positionen, die über einen Primer abgedeckt werden, aber nicht in Kombination 
mit einer weiteren Position dieses Primers. CpSpnV2_3 und CpSpnV6_1 besitzen keine Hinge-Region und 
werden somit von den Primern nicht  erfasst (lila). 
 
 
Die Arbeit mit individuellen degenerierten Primern war im Gegensatz dazu einfacher. Wenn 
ausreichende Sequenzen verwandter Organismen zur Verfügung stehen, können homologe 
Sequenzen über multiple Aminosäure-Alignments hervorgehoben werden und als Grundlage 
für individuelle degenerierte Primer genutzt werden (Abschnitte 4.3.6 und 4.3.7). Dies hat 
den Vorteil, dass Primer mit einer möglichst hohen Annealing-Temperatur und einem 
möglichst geringen Degenerierungsgrad erstellt werden können. Darüberhinaus kann 
speziell nach einem Serpin gesucht werden, so dass die Wahrscheinlichkeit deutlich erhöht 
ist dies zu isolieren, auch wenn es möglicherweise nur in geringen Mengen exprimiert wird. 
So konnten schließlich weitere Serpinteilsequenzen isoliert werden. Die Verwendung von 
individuellen degenerierten Primern oder eine Kombination aus individuellen degenerierten 
Primern und degenerierten Serpin-Suchprimern könnte ebenfalls zur Isolierung von weiteren 
Serpinen aus Myxine glutinosa führen. 
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6.2 Klassifikation der Serpine 
Nur wenige Serpine aus Knorpelfischen waren bereits isoliert und charakterisiert worden 
und es lag eine Lücke in der phylogenetischen Analyse der Serpine vor. In dieser Arbeit 
wurden zusammen mit der ATIII-Sequenz (Weber, 2010; Köster unveröffentlichte Daten) 
zehn vollständige Serpinsequenzen aus Chiloscyllium punctatum isoliert, charakterisiert und 
phylogenetisch eingeordnet. Mit Hilfe verschiedenster Methoden und Analysen konnten 
schließlich neun Serpine in die beiden bestehenden Klassifikationsmodelle eingeordnet 
werden und decken die sechs Klassifikationsgruppen nach Ragg et al. (2001) ab (Tabelle 40; 
Abschnitt 2.1.2). Einzig CpSpnV1_2 konnte nur einer Gruppe (Klassifikation nach Ragg et al., 
2001), beziehungsweise einer Klasse (Klassifikation nach Irving et al., 2000), aber nicht einem 
bestimmten Serpin zugeordnet werden. CpSpnV1_2 ist eindeutig ein Serpin der Gruppe 1, 
allerdings weisen die phylogenetischen und bioinformatischen Analysen auf verschiedene 
Zuordnungen innerhalb der Gruppe 1 hin.  
Schleimaale nehmen in der Entwicklung von Vertebraten neben Neunaugen eine basale 
Position ein. Bisher ist noch keine Isolierung einer vollständigen Serpinsequenz aus einem 
Schleimaal gelungen, wobei in EST-Datenbanken Serpinteilsequenzen aus dem japanischen 
Schleimaal (Eptatretus burgeri) abgelegt sind. Auch eine Klassifikation oder phylogenetische 
Einordnung erfolge bislang nicht. In dieser Arbeit wurden vier C-terminale Teilsequenzen aus 
dem nordatlantischen Schleimaal (Myxine glutinosa) isoliert. Eine Teilsequenz (MyxSpn2) 
ähnelt CpSpnV1_2 mit einer vergleichbaren C-terminalen Extension. Neben dieser Sequenz 
wurden zwei weitere Teilsequenzen der Gruppe 1 aus Myxine glutinosa isoliert, welche der 
anderen Teilsequenz ähnlich sind, aber keine Extension tragen (MyxSpn1 und MyxSpn3). 
Datenbankrecherchen und phylogenetische Analysen legen nahe, dass die drei Serpine 
ähnlich SerpinB1 sind, obwohl auch deren Ergebnisse im Vergleich mit Sequenzen der 
Proteindatenbank (GenBank®) heterogen sind (Abschnitt 5.3). Eine weitere isolierte 
Teilsequenz aus Myxine glutinosa (MyxSpn4) wird nach dem Vergleich mit abgelegten Daten 
der Proteindatenbank (GenBank®) als Protease Nexin-1 deklariert (Abschnitt 5.3). Im 
Gegensatz dazu sind die phylogenetischen Analysen nicht eindeutig (Abschnitt 5.4.3).  
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Tabelle 40: Klassifikation der Serpine aus Chiloscyllium punctatum und Myxine glutinosa 
Chiloscyllium punctatum Gruppe Klasse Mitglied 
CpSpnV1_1 1 B SerpinB1/Leukozyten Elastase Inhibitor 
CpSpnV1_2 1 B unklar möglicherweise SerpinB6-ähnlich 
CpSpnV2_1 2 D SerpinD1/Heparin Kofaktor II 
CpSpnV2_2 2 A SerpinA1/α1-Antitrypsin 
CpSpnV2_3 2 A SerpinA8/Angiotensinogen 
CpSpnV3_1 3 I SerpinI1/Neuroserpin 
CpSpnV3_2 3 E SerpinE2/Protease Nexin-1 
CpSpnV4_1 4 F SerpinF2/α2-Antiplasmin 
CpSpnV5_1 5 C SerpinC1/Antithrombin III 
CpSpnV6_1 6 H SerpinH1/Heat Shock Protein 47 
Myxine glutinosa Gruppe Klasse Mitglied 
MyxSpn1 1 B SerpinB1/Leukozyten Elastase Inhibitor-ähnlich * 
MyxSpn2 1 B SerpinB1/Leukozyten Elastase Inhibitor-ähnlich +Extension * 
MyxSpn3 1 B SerpinB1/Leukozyten Elastase Inhibitor-ähnlich * 
MyxSpn4 3 E SerpinE2/Protease Nexin-1-ähnlich oder SerpinE3-ähnlich * 
* kennzeichnet Teilsequenzen 
 
 
6.3 Charakterisierung und Vergleich der isolierten Serpin-cDNA-Sequenzen 
 
6.3.1 Serpine der Gruppe 1 
Trotz einer Sequenzübereinstimmung von 50 % unterscheiden sich CpLEI und CpSpnV1_2 
maßgeblich, vor allem in RSL und in der Extension des C-Terminus. Die hohe 
Sequenzübereinstimmung ist für Serpine der Gruppe 1 nicht ungewöhnlich, die 
Sequenzübereinstimmungen von 39 % bis 50 % untereinander teilen (Remold O’Donnell, 
1993). Zuordnungen der Serpine innerhalb der Gruppe 1 sind deshalb ohne zusätzliche 
charakteristische Sequenzmotive schwierig. Beide Serpine haben hohe 
Sequenzübereinstimmungen mit SerpinB1-Sequenzen und SerpinB6-Sequenzen von über    
50 %, wobei CpLEI höhere Sequenzübereinstimmungen zu SerpinB1-Sequenzen und 
CpSpnV1_2 zu SerpinB6-Sequenzen zeigt. Alignment-Analysen und Strukturanalysen der 
Serpine der Gruppe 1 werden durch nicht experimentell überprüfte Sequenzen aus nahe 
verwandten Organismen erschwert. Aussagekräftige Positionen, wie Insertionen oder 
Deletionen, verlieren so an Aussagekraft, da diese in entfernten Verwandten im Laufe der 
Evolution gewonnen werden konnten und nicht zwingend auf eine Zuordnung oder eine 
Trennung von Serpinen hinweisen (Abschnitt 8.6.3).  
Die Positionen P1 und P1‘ des RSL sind mit Cystein-Alanin beziehungsweise Arginin-Serin 
unterschiedlich besetzt. Die Besetzung mit Cystein-Alanin ähnelt der Besetzung von 
SerpinB1, womit CpLEI wahrscheinlich einen leistungsfähigen, intrazellulären Inhibitor von 
Elastase-ähnlichen Proteasen darstellt, wobei die Position P1‘ in Knochenfischen, Vögeln und 
Säugetieren mit Methionin besetzt ist. Humanes SerpinB1 ist gleichzeitig dazu in der Lage 
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Chymotrypsin-ähnliche Proteasen zu inhibieren, indem es zwischen Phenylalanin und Cystein 
spaltet. CpLEI teilt diese Aktivität wahrscheinlich nicht, da Phenylalanin durch Serin ersetzt 
ist (Abschnitte 5.2.1 und 8.6.3). In CpSpnV1_2 sind die Positionen P1 und P1‘ mit Arginin und 
Serin besetzt. Arginin an Position P1 weist auf Trypsin-ähnliche Zielproteasen hin. Mehrere 
Mitglieder der Gruppe 1 (SerpinB2, SerpinB6, SerpinB8, SerpinB10 oder SerpinB12) besitzen 
Arginin an der Position P1 und inhibieren Trypsin-ähnliche Proteasen, so dass weder diese 
Position noch die benachbarten Positionen im RSL zusätzliche Hinweise darauf geben, 
welchem Serpin der Gruppe 1 CpSpnV1_2 zuzuordnen ist.  
Neben den verschiedenen RSL-Sequenzen unterscheiden sich CpLEI und CpSpnV1_2 in ihrem          
C-Terminus. Der C-Terminus von CpSpnV1_2 besitzt zusätzliche 21 Aminosäuren. 
Teilsequenzen mit vergleichbaren Extensionen sind in der WGS-Datenbank (GenBank®) aus 
dem Elefantenhai (Callorhinchus milii, Zugangsnr.: AAVX01051204) und dem kleinen Rochen 
(Leucoraja erinacea, Zugangsnr.: AESE011488760) abgelegt (Abbildung 68). Mit MyxSpn2 
wurde in dieser Arbeit eine Teilsequenz aus dem Schleimaal Myxine glutinosa, mit ähnlicher 
Extension isoliert (Abschnitt 5.3). Obwohl außer in diesen Organismen kein Serpin mit 
ähnlichem C-Terminus identifiziert werden konnte, weist das Vorkommen der Extension, mit 
den auffälligen Glutamin-Resten auf eine wichtige Funktion hin. Ein Modell der 
Tertiärstruktur von CpSpnV1_2, in dem alle Aminosäuren berücksichtigt werden, zeigt das 
vollständige Serpin in der latenten Konformation (Abbildung 67). In der latenten 
Konformation liegt der C-Terminus vor dem β-Faltblatt A und würde in dieser Anordnung die 
Einlagerung des RSL behindern, so dass die Extension in der nativen Konformation eine 
andere Position einnimmt. Vermutlich liegt sie dabei exponiert für etwaige 
Wechselwirkungen vor. Die Anzahl an polaren Glutamin-Resten innerhalb der Extensionen 
lassen möglicherweise auf eine Funktion, zum Beispiel einer Interaktion mit einer 
Zielprotease oder zur Lokalisationsbestimmung innerhalb der Zelle schließen. Eine weitere 
Möglichkeit ist die Nutzung der Glutamin-Reste durch Transglutaminasen für 
intermolekulare oder intramolekulare Proteinverknüpfungen, wodurch zum Beispiel 
Proteine reguliert werden (Jensen et al., 1994). Ein Beispiel dafür ist SerpinB2, das in einer 
Schleife zwischen den α-Helices C und D Glutamin-Reste besitzt, über welche es mit Hilfe 
einer Transglutaminase mit einem weiteren SerpinB2-Molekül, Fibrin oder anderen 
Proteinen verknüpft wird (Jensen et al., 1994; Ritchie et al., 2000).  
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Abbildung 67: Tertiärstruktur von CpSpnV1_2 unter Berücksichtigung der C-terminalen Extension 
Mit Hilfe von Phyre2 intensive wurde ein Model der Tertiärstruktur von CpSpnV1_2 mit allen Aminosäuren 
erstellt. Als Grundlage dienten sechs Kristallstrukturdaten (SerpinB1 mutant, Homo sapiens: 4ga7; SerpinB10, 
Gallus gallus: 2dut; SerpinB2, Homo sapiens: 1by7; gespaltenes SerpinB1, Equus caballus: 1hle; PTP1B, Homo 
sapiens: 2h4g; SCCA-1, Homo sapiens: 2zv6). Das Modell zeigt eine latente Konformation mit den α-Helices (hA-
hI) in gelb, den β-Faltblättern (sA-sC) in rot, blau und grün. Die Extension des C-Terminus (schwarz) liegt vor 
dem β-Faltblatt A und besitzt eine ausreichende Länge für mögliche Wechselwirkungen. 
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                             hG                      hH                                 s2C                 s6A                   hI 
 
________________________________________________   ____________ ___________________ 
 
L_erinaceaB*       ----QALANNSLLKWINLENMRRRKVEVH LPRFKLEDQFQL EEILPAMGMRDAFDSLGAD  58 
C_punctatumSpnV1_2 EQLEQTLTYENLLLWTNQANMMKIKVRVH LPRFKLEDQFNL KDVLSAMGMTEAFDQVKAN 303 
C_punctatumSpnV1_1 KQLEQELTLEKLQEWTHPNHMRKLDVHVR LPKFKLEGDYEL NSPLSSLGMGDVFDSTRAD 303 
C_miliiB*          -QLEQVLTYEKLLDWTKEEYMEKIKVKIQ LPKFKLEDQFDL NSTLSEMGMADAFLDFKAD  61 
C_miliiB6-ähn.*    -KLQNGLTFDKLLDWTDPDKMENDEIVVM LPKFKMENTYDF TSTLGGMGMVDAFDSLKAN 302 
P_marinusB1-ähn.*  EKLERELNLLNLQTWTSPTTMRSGDVLLH LPRFRLEQSYTL NEPLSSLGMGDLFSPLTAD 303 
P_marinusB6-ähn.*  -KVESALTLKSLRQWTSPENMSKLEVELH LPRFRLEKSYTL NEHLQRLGMASVFTQGEAD 307 
P_marinusB1        -KLERELNLQNLQTWTSPTTMRSGDVLLH LPRFRLEQSYTL NKPLSILGMGDLFSPLTAD 303 
M_glutinosaSpn2    KMLEKELNLEKLXEWTHSSKMFKKKLEVF LPKFRXETLYGL RNPLSELGXPDXXSAKTAD  60 
M_glutinosaSpn1    ----KELNLEKLREWTHSSKMFKKKLEVF LPKFRLETLYGL RKPLSELGMPDAFSAKTAD  56 
M_glutinosaSpn3    -MLEKELNLEKLREWTHSSKMFKKKLEVF LPKFRLETLYGL RKPLSELGMPDAFSAKTAD  59 
                             
                                                                                                              
                                                                                               s5A                       Hinge                                                s1C              s4B 
_______________________________________________________________________________ 
 
L_erinaceaB*       FTGMSEKRDLWLSKVIHKSFVEVNEEGTEAAAATAAIMTRTLAVNI---TPTFVADHPFL 115 
C_punctatumSpnV1_2 FTGMSETNNLFLSNVFHKSFVEVNEEGTEAAAGSAALISNR-SLPL---ETEFLADHPFL 359 
C_punctatumSpnV1_1 LSGMSATRDLYVSKVAHKSFVEVNEEGTEAAAATAMMLGSC-ALMD---EEFFTADHPFL 359 
C_miliiB*          FSGMTGKNDLFLSKVVHKSFVEVNEEGTEAAAATSVVFMEK-FLKI---EVDFVADHPFL 117 
C_miliiB6-ähn.*    FSGMTEKNDLVLSKVVHKTFVEVNEEGTEAAAATAAIMMLR-CAMI---RMEFVADHPFL 358 
P_marinusB1-ähn.*  LSGMDGNRDLFVSHVAHRAFVEVNEEGTEAAAATTISVMLM-CAMPTQPPFTFCADHPFV 362 
P_marinusB6-ähn.*  FSGINGARDLYVSHVAHKAFVEVNEEGTEAAAATAAIVMMR-CARM---GPVVRADHPFI 363 
P_marinusB1        LSGMDGNRDLFVSHVAHRAFVEVNEEGTEAAAATAVTMKLR-CAMPTQPPFKFCADHPFV 362 
M_glutinosaSpn2    XSGIPGNRDXFVSAVVHKAFVXVNEEGTEAAAATAAVMKFR-CMP--TPPQIVRXDHPFL 117 
M_glutinosaSpn1    FSGITGNRDLFVSAVVHKAFVEVNEEGTEAAAATAAVMTCL-SMP--VPPPIVRFDHPFL 113 
M_glutinosaSpn3    FSGITGNRDLFVSAVVHKAFVEVNEEGTEAAAATAVVMMLG-CMP--TPPQIVRFDHPFL 116 
                                                                                                                        │                     ││                                    
                                                                                                                      P15                              P1 P1’            
                                                           
                                 s4B                      s5B                                                 Extension                                                 
________________________________________________________________________ 
 
L_erinaceaB*       FFIKHNKTQSILFMGQYTSPVDEVVESGDGGNMTQQVQSCFTQQYQKVQRVNF 168 
C_punctatumSpnV1_2 FFIKHNKSESILFFGCFSSPGDEVRGYKGAQQMTQQVQRCK------------ 400 
C_punctatumSpnV1_1 FFIRHKKTNNILFFGRYSSP--------------------------------- 379 
C_miliiB*          FFIRHNKTRNILFFGRFSSPEGDVDKDSKNANI---GIM----QSQQHK---- 159 
C_miliiB6-ähn.*    FFIRHNKTRNILFFGRFSSP--------------------------------- 378 
P_marinusB1-ähn.*  FLIRDNRNGSVLFLGRYTSP--------------------------------- 382 
P_marinusB6-ähn.*  FFIRENSSGSVLFLGRFASP--------------------------------- 383 
P_marinusB1        FLIRDNRNGSVLFLGRYTSP--------------------------------- 382 
M_glutinosaSpn2    FFIXHNNSGSIIFXGRYTSPXGGLLILFVPXHFCNWELLFTLDLXQQ------ 164 
M_glutinosaSpn1    FFIRHNSSGSILFWGRYTSP--------------------------------- 133 
M_glutinosaSpn3    FFIRHNSSGSILFWGRYTSP--------------------------------- 136 
      
Abbildung 68: Alignment der Gruppe 1 Serpine aus Myxine glutinosa, Petromyzon marinus, Callorhinchus 
milii, Leucoraja erinacea und Chiloscyllium punctatum 
Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt. Es zeigt die C-Termini von Serpinen der Gruppe 1 aus 
Knorpelfischen (Leucoraja erinacea, Callorhinchus milii, Chiloscyllium punctatum), Meerneunaugen 
(Petromyzon marinus) und Schleimaal (Myxine glutinosa). Die Sequenzierlücken sind gelb, gleiche Positionen 
schwarz-weiß invertiert, die mutmaßlichen Positionen P1 und P1‘ lila und die Glutamin-Reste der Extension rot 
markiert. Zugangsnummern: Leucoraja erinacea B*: AESE011488760, Callorhinchus milii B*: AAVX01051204, 
B6*: AFK10654, Petromyzon marinus B1: ENSPMAT00000009987, B1-ähnlich*: 
ENSPMAP00000009952+DW023073+EC384669, B6*: AEFG01029602+FD715897. Mit einem Stern sind die 
Sequenzen gekennzeichnet, deren Zuordnungen nicht experimentell überprüft sind, sondern auf 
Sequenzähnlichkeiten beruhen. 
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Obwohl MyxSpn2 wegen der Extension eine Ähnlichkeit zu Serpin CpSpnV1_2 aus 
Chiloscyllium punctatum besitzt, hat das Serpin MyxSpn2 eine höhere 
Sequenzübereinstimmung zu CpLEI, wobei es jedoch die höchste Sequenzähnlichkeit 
wiederum mit CpSpnV1_2 teilt (Tabelle 42). Allerdings ist zu berücksichtigen, dass nur die 
Teilsequenzen verglichen werden konnten und nur diese Hinweise zur Ermittlung von 
Sequenzähnlichkeiten und Sequenzübereinstimmungen zu Serpinen aus Neunaugen und 
Knorpelfischen geben. Tabelle 42 deutet die Ähnlichkeiten von MyxSpn1, MyxSpn2 und 
MyxSpn3 bereits an, deren Sequenzübereinstimmungen zwischen 68,8 % und 94,7 % liegen. 
Die Proteinteilsequenzen der drei Serpine sind abgesehen vom RSL identisch (Abschnitt 5.3). 
Der veränderte RSL zeigt die Anpassung der Serpine an unterschiedliche Zielproteasen. Die 
mutmaßlichen Proteasespaltstellen sind zwischen Leucin-Serin (MyxSpn1), Arginin-Cystein 
(MyxSpn2) und Glycin-Cystein (MyxSpn3). Die Positionen P1 und P1‘ weisen auf Trypsin-
ähnliche und Papain-ähnliche Zielproteasen hin. Die veränderten Positionen resultieren in 
unterschiedliche Proteasespezifitäten und Proteasespektren (Tabelle 41). Die Vorhersage 
einer Zielprotease für MyxSpn3 ist schwierig. Auf Grund seiner Hinge-Region ist MyxSpn3 ein 
inhibitorisches Serpin, das jedoch mit Glycin eine ungewöhnliche Aminosäure an Position P1 
positioniert hat. Laut Vorhersage der MEROPS-Datenbank könnten Cathepsin B, S oder L 
eine Zielprotease darstellen. Auch Elastase als Zielprotease wäre möglich, da diese bevorzugt 
nach hydrophoben, kleinen Aminosäuren spaltet (Boudier et al., 1981). Tabelle 41 fasst die 
potenziellen Zielproteasen der drei Serpine zusammen. 
 
Tabelle 41: Potenzielle Zielproteasen der Serpine aus dem nordatlantischen Schleimaal (Myxine glutinosa) 
Serpin Positionen P1 und P1‘ Zielproteasen 
MyxSpn1 Leucin-Serin Thrombin, Elastase, Chymotrypsin, Trypsin, Papain-ähnliche Proteasen 
MyxSpn2 Arginin-Cystein Trypsin, Faktor Xa, Plasmin 
MyxSpn3 Glycin-Cystein Elastase, Cathepsin B, Cathepsin S, Cathepsin L 
 
 
Neben der abgelegten Sequenz für SerpinB1 aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus), 
sind in der GenBank®-Datenbank Teilsequenzen für zwei weitere Serpine der Gruppe 1 
abgelegt. Wegen der überlappenden Sequenzen können sie zusammengefügt werden und 
ergeben vollständige Sequenzen. Aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) ist eine weitere 
vollständige Sequenz der Gruppe 1, die als SerpinB6-ähnlich eingeordnet wurde, abgelegt 
(Zugangsnr.: AFK10654). 
Der Vergleich der RSL-Sequenzen zeigt, dass die Positionen P4 bis P4‘ der Serpine 
unterschiedlich sind. Die Positionen P1 und P1‘ der Serpine deuten auf Inhibitoren für 
Trypsin-ähnliche und Papain-ähnliche Proteasen hin. Arginin-Cystein an den Positionen P1 
und P1‘ weisen allerdings nur auf die Inhibition von Trypsin-ähnlichen Proteasen hin. 
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Eine Aussage über die Verwandtschaftsbeziehungen der Serpine der Gruppe 1 aus den drei 
Organismen ist wegen der Teilsequenzen schwierig und beschränkt sich auf C-terminale 
Sequenzen, da nur diese mit den Teilsequenzen aus Myxine glutinosa verglichen werden 
können. Der Vergleich gibt dennoch Hinweise auf die Beziehungen. Große 
Sequenzübereinstimmungen bestehen zwischen den Serpinen CpLEI, MyxSpn1, MyxSpn3, 
dem SerpinB6-ähnlichen des Elefantenhais (CmiB6*, Zugangsnr.: AFK10654; Callorhinchus 
milii) und den drei Sequenzen aus dem Meerneunauge (PmaB1, PmaB*, PmaB6*, 
Zugangsnr.: ENSPMAT00000009987, ENSPMAP00000009952+DW023073+EC384669, 
AEFG01029602+FD715897; Petromyzon marinus) mit 46,0 % bis 62,5 %, unter Serpinen aus 
verschiedenen Organismen (Tabelle 42; Abbildung 68) sowie zwischen den Serpinen mit        
C-terminaler Extension CpSpnV1_2 und die Serpine aus dem Elefantenhai (CmiB*, 
AAVX01051204; Callorhinchus milii) und dem kleinen Rochen (LerB*, AESE011488760; 
Leucoraja erinacea) mit 50,9 % bis 57,8 %. MyxSpn2 hat geringere 
Sequenzübereinstimmungen (35,6 % bis 38,8), was auf die Sequenzierlücken zurückzuführen 
ist. Aufgrund der geringen Sequenzunterschiede der Serpine aus Myxine glutinosa ist davon 
auszugehen, dass deren Entwicklung aus einem Serpin, wahrscheinlich in einem direkten 
Vorfahren, beispielsweise mit der Entwicklung der Vertebraten erfolgte. Die Serpine aus 
Myxine glutinosa weisen nicht nur auf eine nahe Verwandtschaft untereinander, sondern 
auch zu SerpinB1 hin, so dass ein SerpinB1-ähnliches Serpin das ursprüngliche Serpin der 
Gruppe 1 repräsentiert. Auch in Schädellosen sind bereits SerpinB1-ähnliche Serpine zu 
verzeichnen. Da die größte Ähnlichkeit zwischen den Serpinen MyxSpn3, CpLEI und SerpinB1 
(Petromyzon marinus) besteht, könnte dies ein Hinweis auf deren evolutionäre 
Verwandtschaftsbeziehung sein. Hierzu müssen die vollständigen Sequenzen isoliert und 
phylogenetisch sowie bioinformatisch analysiert werden. Die bisherigen 
Forschungsergebnisse bestätigen SerpinB1 als einen letzten gemeinsamen Vorfahren der 
Serpine der Gruppe 1, jedoch sind bereits im Schleimaal Myxine glutinosa mindestens drei 
Kopien mit unterschiedlichen Differenzierungen vorhanden. Weiterhin muss der Entwicklung 
und Funktion des Serpins mit C-terminaler Extension nachgegangen werden. Weiterhin muss 
die Existenz eines ähnlichen Serpins in anderen Vertebratenklassen untersucht werden, um 
Hinweise drauf zu erhalten, ob das Serpin möglicherweise einen Vorfahren eines Serpins der 
Gruppe 1 höherer Vertebraten darstellt. Es ist anzunehmen, dass ein solches Serpin auch in 
Neunaugen oder Knochenfischen präsent ist.  
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Tabelle 42: Sequenzübereinstimmungen (grün) und Sequenzähnlichkeiten (rot) von Serpinen der Gruppe 1  
Chiloscyllium punctatum (CpLEI, CpSpnV1_2), Myxine glutinosa (MyxSpn1-3), Elefantenhai (Callorhinchus milii; 
CmiB*: AAVX01051204, CmiB6*: AFK10654), kleiner Rochen (Leucoraja erinacea; LerB*: AESE011488760) und 
Meerneunauge (Petromyzon marinus; PmaB6*: AEFG01029602+FD715897, PmaB*: 
ENSPMAP00000009952+DW023073+EC384669, PmaB1: ENSPMAT00000009987) (Es wurden nur die 
Teilsequenzen betrachtet analog zu den Serpinen aus Myxine glutinosa). Angaben sind in Prozent. 
CpLEI 
CpSpn 
V1_2 CmiB* 
 
CmiB6* LerB* MyxSpn1 MyxSpn2 MyxSpn3 PmaB6* 
 
PmaB1 
 
PmaB* 
CpLEI - - 52,6 59,4 44,6 57,5 42,5 59,7 54,4 57,8 57,6 
CpSpnV1_2 - - 57,8 47,7 55,7 42,2 35,6 40,9 41,0 37,8 36,9 
CmiB* 64,3 72,7 - 57,8 50,9 47,7 38,8 49,0 42,7 40,1 41,6 
CmiB6* 75,8 64,1 69,5 - 46,4 51,9 38,4 53,4 49,6 47,4 46,0 
LerB* 56,6 68,7 67,5 59,6 - 42,5 38,2 41,1 40,8 39,3 38,4 
MyxSpn1 71,4 60,8 60,4 66,9 58,4 - 68,8 94,7 58,7 60,6 57,6 
MyxSpn2 52,5 54,4 55,0 51,3 54,8 70,0 - 70,0 43,3 46,9 44,6 
MyxSpn3 72,2 58,8 61,0 68,4 56,0 94,7 71,9 - 58,1 62,5 59,0 
PmaB6* 72,6 60,9 60,5 68,9 56,0 70,4 53,0 70,4 - 60,9 61,2 
PmaB1 72,6 59,5 56,5 65,9 53,0 73,3 55,6 74,1 76,8 - 92,1 
PmaB* 72,7 60,3 58,0 64,7 53,6 69,1 54,3 70,5 74,1 95,0 - 
* kennzeichnet Sequenzen aus Datenbanken ohne experimentell unterstützte Klassifikation. 
 
 
6.3.2 Serpine der Gruppe 2  
Serpin CpSpnV2_1: Heparin Kofaktor II 
Die Proteinsequenz von CpHCII besitzt sechs auf der Oberfläche des gefalteten Proteins 
lokalisierte potenzielle N-Glykosylierungsstellen (Abschnitt 5.2.1). Das konservierte 
Vorkommen von Asn191, Asn355, Asn390 verdeutlicht die funktionelle Bedeutsamkeit der 
Positionen und bekräftigt deren tatsächliche Glykosylierung, wobei Asn355 in Sequenzen aus 
Säugetieren nicht vorhanden ist. Die Position Asn426 ist in Säugetieren, außer dem Menschen 
ebenfalls eine konservierte N-Glykosylierungsstelle, nicht aber in Amphibien und 
Knochenfischen. Säugetiere besitzen im N-Terminus noch eine weitere                                      
N-Glykosylierungsstelle, welche in Amphibien, Knochenfischen und Knorpelfischen fehlt, 
wohingegen die N-Glykosylierungsstellen an den Positionen Asn238 und Asn255 einzigartig für 
Knorpelfische sind. Die Verwendung der N-Glykosylierungsstellen wird durch die Differenz 
der berechneten zur tatsächlichen Molekülmasse erhärtet. Die berechnete Molekülmasse 
von CpHCII beträgt 55,35 kDa. Nach Expression in COS-7-Zellen zeigt das Fusionsprotein im 
Western-Blot eine Molekülmasse von ungefähr 95 kDa (Abschnitt 5.2.2). Damit ist das 
rekombinante Protein aus Chiloscyllium punctatum größer, als das des Menschen (65,6 kDa, 
Tollefsen et al., 1983), obwohl dessen berechnete Molekülmasse mit 60,18 kDa größer ist. 
Der Unterschied der Molekülmassen von CpHCII und dem humanen HCII kann ebenfalls auf 
N-Glykosylierungsstellen zurückgeführt werden. Das menschliche Protein besitzt drei             
N-Glykosylierungsstellen, wohingegen das Protein aus Chiloscyllium punctatum doppelt so 
viele besitzt. Natürlich können diverse posttranslationale Modifikationen zu Erhöhung der 
Molekülmasse beitragen.  
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CpHCII wird eindeutig als HCII durch die übereinstimmenden basischen Aminosäuren der 
Glykosaminoglykanbindestelle in Verbindung mit einer N-terminalen Extension und darin 
enthaltener negativ geladener Aminosäuresequenzmotive (EDDDYID, Asparaginsäure (D) 
kann auch durch Glutaminsäure (E) ersetzt sein) zugeordnet (van Deerlin und Tollefsen, 
1991). Die isolierte Sequenz aus Chiloscyllium punctatum teilt die konservierten Bereiche im 
N-Terminus und im Bereich der α-Helix D mit leichten Abweichungen, trotz denen die 
Eigenschaft der Bereiche erhalten bleibt (Abschnitt 5.2.1). In den Hirudin-ähnlichen 
Sequenzen sind die Tyrosin-Reste sowie die negativ geladenen Aminosäuren konserviert, 
auch wenn Glutaminsäure (E) und Asparaginsäure (D) gegeneinander ausgetauscht werden. 
Die Sequenzmotive ähneln dem C-Terminus des Hirudins aus dem Blutegel (Hirudo 
medicinalis). Dieser C-terminale Bereich des Blutegelproteins bindet an die Exosite I von 
Thrombin, um dieses zu inhibieren (Markwardt, 1994). Durch diese Extension tritt ebenso 
HCII mit seiner Zielprotease Thrombin in Kontakt, da der negativ geladene Bereich, wie der 
des Blutegels, an die Exosite I von Thrombin bindet und somit die beiden Proteine in 
räumliche Nähe zueinander bringt. Damit ist der negativ geladene Bereich ein essentieller 
Bestandteil der effektiven Inhibierung von Thrombin durch HCII. Die an der 
Glykosaminoglykanbindung beteiligten Positionen sind in CpHCII, wie auch in anderen HCII-
Sequenzen, mit basischen Aminosäuren besetzt. Unterscheidungen liegen lediglich in der Art 
der basischen Aminosäure. Die drei basischen Aminosäuren in der α-Helix A, die zur 
Glykosaminoglykanbindung beitragen, sind in CpHCII identisch besetzt wie in anderen 
Vertebraten (Abschnitt 8.7.2).  
Die Postionen P6 bis P1‘ des RSL von CpHCII gleichen denen anderer HCII-Sequenzen aus 
Vertebraten, wovon lediglich die Sequenzen aus Neunaugen, dem Elefantenhai 
(Callorhinchus milii) und dem Zebrabärbling (Danio rerio) abweichen (Abschnitt 5.2.1). So 
stellt auch CpHCII einen potenten Thrombininhibitor dar, was durch die Ergebnisse der 
Komplexierungstests bestätigt wird (Abschnitt 5.2.3). Die Komplexierung von CpHCII mit 
humanem Thrombin zeigt im Western-Blot eine SDS-stabile Komplexbande. Die Formierung 
des Komplexes wurde in Anwesenheit von Glykosaminoglykanen wie Heparin oder 
Dermatansulfat deutlich gesteigert. Dies zeigt, dass das Serpin CpHCII die Proteasespezifität 
sowie die Steigerung der Reaktivität durch Glykosaminoglykane mit dem humanen HCII teilt, 
wie bereits die Ähnlichkeiten im RSL, der Glykosaminoglykanbindestelle und der Hirudin-
ähnlichen-Sequenz vermuten ließen. Die Besetzung der Positionen P1 und P1‘ mit Leucin467 
und Serin468 ist für einen Thrombininhibitor ungewöhnlich. Thrombin spaltet bevorzugt 
Positionen, die mit Arginin und einer beliebigen Aminosäure besetzt sind (Schapira et al., 
1985; Derechin et al., 1990). Doch für HCII ist Leucin an dieser Stelle charakteristisch. In 
Studien konnte gezeigt werden, dass der Austausch von Leucin gegen Arginin die Reaktivität 
gegen Thrombin um das 100-fache steigert (Derechin et al., 1990). Gleichzeitig verliert das 
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Serpin dabei die Möglichkeit Chymotrypsin zu inhibieren und gewinnt Möglichkeiten zur 
Inhibition weiterer Proteasen, wie Plasmin, Faktor Xa und Kallikrein (Derechin et al., 1990). 
Dies zeigt die spezielle Anpassung von HCII in der Blutgerinnungskaskade. Mit Leucin an 
Position P1 ist das Serpin in der Lage in Anwesenheit von Heparin Thrombin effizient zu 
inhibieren, ohne gleichzeitig mit anderen Proteasen zu interagieren. Diese konservierten 
Positionen, die Positionen der Glykosaminoglykanbindestelle und der Hirudin-ähnlichen-
Sequenz sind mit geringen Abweichungen bereits in Neunaugen vorhanden und deuten auf 
die Präsenz eines glykosaminoglykan-bindenden Thrombininhibitors in Schleimaalen hin, 
was durch die Präsenz der Teilsequenz aus dem japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri, 
Zugangsnr.: FY414022) unterstützt wird.  
 
 
Serpin CpSpnV2_2: α1-Antitrypsin 
Der Vergleich mit Sequenzen der Proteindatenbank (GenBank®) legt mit Unterstützung von 
guten e-Values nahe, dass CpSpnV2_2 α1-Antitrypsin ist (Abschnitt 5.2.1). Außer                        
α1-Antitrypsin wird noch eine Übereinstimmung für SerpinA12 ausgegeben, jedoch weist 
diese Übereinstimmung mit 8e-92 einen deutlich höheren e-Value, statt bei der 
Übereinstimmung mit α1-Antitrypsin von 1e-111, auf. Eine PCR auf genomischer DNA-Ebene 
konnte abschließend die Zugehörigkeit zu Gruppe 2 klären (Abschnitt 5.2.4). Die 
Kombination der drei Primerpaare zeigt nach der PCR deutlich größere Banden als auf cDNA-
Ebene.  
In Expressionsversuchen mit einem Cpα1AT-Fusionsprotein konnte weder in Zellüberständen 
noch in Zellextrakten ein Produkt nachgewiesen werden (Abschnitt 5.2.2). Auch ein 
verändertes Fusionskonstrukt, mit C-terminalem c-Myc-Tag, konnte im Western-Blot nicht 
detektiert werden (Abschnitt 5.2.2). Da die Sequenz auf RNA-Ebene, beziehungsweise cDNA-
Ebene gewonnen wurde, wird CpSpnV2_2 im Organismus von Chiloscyllium punctatum 
exprimiert. Ob die fehlende Expression im Expressionssystem oder in einem 
problematischen Konstrukt in der Transfektion begründet ist, muss durch weiterführende 
Experimente oder Verwendung eines anderen Expressionssystems geklärt werden. Dazu 
kann nach Transfektion und Inkubation die Gesamt-RNA der Zellen isoliert und nach cDNA-
Synthese Cpα1AT über PCR nachgewiesen werden.   
Von den fünf vorhergesagten N-Glykosylierungsstellen ist lediglich eine (Asn267) in                                  
α1-Antitrypsin-Sequenzen konserviert. Die Glykosylierung der Position im humanen              
α1-Antitrypsin legt die Nutzung in Cpα1AT nahe (Halim et al., 2012). Gleichzeitig gibt es eine 
N-Glykosylierungsstelle in Säugetieren, Vögeln und Amphibien (Position 107 des humanen 
α1-Antitrypsins), die im Serpin von Chiloscyllium punctatum nicht vorkommt und ebenso in 
Knochenfischen nicht vorhanden ist. Die beiden N-Glykosylierungsstellen an den Positionen 
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Asn131 und Asn337 besitzt nur Cpα1AT, so dass keine Aussage über dessen posttranslationale 
Modifikation getätigt werden kann (Abschnitt 8.7.4). Die übrigen zwei                                      
N-Glykosylierungsstellen sind in den Vertebratengruppen nicht einheitlich. Die Position 
Asn286 wird nur mit der Sequenz aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) geteilt.  
Die Position P1 des RSL ist in Cpα1AT mit der untypischen Aminosäure Phenylalanin statt der 
stark konservierten Aminosäure Methionin besetzt, was eine veränderte Proteasespezifität 
oder ein verändertes Proteasespektrum zur Folge haben kann (Abschnitte 5.2.1 und 8.7.4). 
Dennoch gibt es Spezies, die mehrere Isoformen für α1-Antitrypsin besitzen, welche sich im 
RSL, insbesondere an der Position P1 unterscheiden. Ein Beispiel dafür ist α1-Antitrypsin aus 
dem Wildkaninchen (Oryctolagus cuniculus), aus dem vier α1-Antitrypsin-ähnliche-
Sequenzen mit Methionin-Serin (F-Isoform) Serin-Serin (S-1-Isoform), Tyrosin-Serin (S-2- 
Isoform) und Glutaminsäure-Serin (E-Isoform) an den Positionen P1 und P1‘ bekannt sind 
(Ray et al., 1994; Saito und Sinohara, 1990). Die F-Isoform ist dabei die häufigste und 
inhibiert Trypsin, Chymotrypsin und Elastase (Saito und Sinohara, 1995). Die E-Isoform ist 
aktiv gegen Trypsin und Elastase, wohingegen die S-2-Isoform Elastase und Chymotrypsin 
hemmt. Dabei handelt es sich bei dieser Form um ein Akut-Phase-Protein, das durch Signale 
bei Entzündungsreaktionen induzierbar ist (Ray et al., 1994). Die S-1-Isoform inhibiert 
Elastase und hat eine Trypsin-Protein-Amidase-Aktivität, wodurch es Trypsin schützen kann 
(Saito und Sinohara, 1995). Sequenzen aus Vögeln, der Hausmaus (Mus musculus) sowie 
dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) tragen ebenfalls veränderte Aminosäuren an Position 
P1. Die veränderte Position P1 kann jedoch ebenso darauf hinweisen, dass Cpα1AT nicht      
α1-Antitrypsin, sondern ein nahe verwandtes Serpin der Gruppe 2 repräsentiert. 
Phenylalanin weist dabei auf SerpinA10 (Protein Z abhängiger Inhibitor, ZPI) hin, dessen 
Position P1 in höheren Vertebraten mit Tyrosin oder in manchen Vögeln und vor allem in 
Knochenfischen mit Phenylalanin besetzt ist. Der Vergleich der RSL-Sequenzen zeigt, dass 
Cpα1AT die Positionen P5, P4, P2 bis P1‘ mit ZPI-Sequenzen teilt (Abbildung 69). Dies kann 
aber nicht als alleiniger Hinweis auf ZPI gewertet werden, da auch die RSL-Sequenz der        
α1-Antitrypsin-Sequenz des Menschen der RSL-Sequenz von ZPI ähnelt. ZPI inhibiert Faktor 
Xa, wozu Protein Z, Kalziumionen und Phospholipide als Kofaktoren benötigt werden. Dabei 
interagiert Protein Z in Anwesenheit von Kalziumionen mit Phospholipiden und ZPI. Faktor 
Xa selbst ist ebenfalls an eine Membran gebunden, so dass das Serpin und dessen 
Zielprotease in räumliche Nähe zueinander gebracht werden (Rezaie et al., 2005). ZPI besitzt 
demnach konservierte Positionen, über die es mit Protein Z interagiert. Des Weiteren besitzt 
ZPI, im Gegensatz zu α1-Antitrypsin-Sequenzen, eine Glykosaminoglykanbindestelle mit 
konservierten basischen Aminosäuren. Cpα1AT hingegen teilt diese Positionen, bis auf einen 
Lysin-Rest in der Glykosaminoglykanbindestelle, nicht (Abschnitt 8.7.4).  
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Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass CpSpnV2_2 α1-Antitrypsin aus Chiloscyllium 
punctatum repräsentiert und eine nahe Verwandtschaft zu ZPI-Sequenzen aus Vögeln und 
manchen Knochenfischen zeigt. Näheres wird in Abschnitt 6.4.2 diskutiert.  
 
O_cuniculusA1AT E   LTIDERGTEAAGASFVELI---PESVPDSITLDRPFLFVIYSHEIKSPLFVGKVVDPTQ 412 
O_cuniculusA1AT F   LTIDERGTEAAGATYMEII---PMSLPDSITLDRPFLFVIYSHEIKSPLFVGKVVDPTQ 412 
O_cuniculusA1AT S-1 LTIDERGTEAAGATFVGIM---PSSLPESVIFDRPFLFVIYSHELKSPLFVGKVVDPTQ 412 
O_cuniculusA1AT S-2 LTIDERGTEAAGATFVEYV---LYSMPQRVTFDRPFLFVIYSHEIKSPLFVGKVVDPTQ 412 
C_miliiA1AT         LEVDEIGTVAAAATGAEMI---PTSIFPRHKFNRPFFLIIVEHKTKSVLFTGKVMNPTE 422 
C_punctatum         LDIDETGTKATAVTGIEII---PFSVPSEYVFNRPFFLLIADHNVKSVLFAGRVMNPTA 413 
X_tropicalisA1AT    LNVAENGTEAAAASAVEGV---LTSLMVQFVVDKPFITLICSQEPYSILFMSRVIDPTE 413 
X_laevisA1AT        LSIDEKGTEAAAATAFEIM---PMMIPPNIKFNQPFLITIYDQETRSTLFLGRITNPKN 432 
D_rerioA1AT         MSVDEKGTEAAAITTIEIM---PMSLPHTVILNRPFLVLIVEDSTMSILFMGKITNPTA 433 
G_gallusA1AT        LNVNENGTEAAAVTMVEMKVFSAMIDPLEIKFNRPFVMMIFDKITNSILFMGKVVNPVA 422 
H_sapiensA1AT       LTIDEKGTEAAGAMFLEAI---PMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQ 417 
D_rerioA10          VDVDESGGSLAEASGN-LF---MNPLPPRLTFNRPFIFVVYHEVTKCILYIGRVVDPTK 390 
T_nigriviridisA10   IEVDETGTIAAAVTAVGIT---PFSLPRTFFVNRPFFFFIYHEKTNCMLFMGRVIDPTK 399 
T_rubripesA10       IEVDETGTTAAAATIIGIT---PFSLPRTFTVNRPFFFFIYHEKTNCMLFMGRVIDPTK 399 
H_sapiensA10        IEVDERGTEAVAGILSEIT---AYSMPPVIKVDRPFHFMIYEETSGMLLFLGRVVNPTL 443 
M_musculusA10       LEVDERGTEAVSGTLSEII---AYSMPPAIKVNRPFHFIIYEEMSRMLLFLGRVVNPTV 393 
X_tropicalisA10     IEVDERGTEAAAVAGAEII---AYSLPLTIRVNRPFLFMIFEEAYQSLLFLGRVMDPTK 389 
T_guttataA10        IEVDEEGTEAAAATASEIT---AFTVPPVIKVDRPFLFMIFEETFKTLLFIGRVIDPTE 438 
G_gallusA10         IEVDEKGTEAAAATGSEII---AFSVPPVLKVDRPFLFMIFEETFKTLLFIGRVVDPTE 438 
L_erinaceaA10       IDVNERGTEAAAATGTFAV---PYSLPPLIKVDHPFLFMIHEDITKTLLFIGRVNDPTK 431 
H_sapiensHsp47      FELDTDGNPFDQDIYGR----EELRSPKLFYADHPFIFLVRDTQSGSLLFIGRLVRPKG 411 
                                                                        │                          ││         
          s5A       P15 Hinge                          P1  P1‘       s1C                     s4B                    s5B 
 
Abbildung 69: Vergleich der RSL-Sequenzen aus ZPI und α1-Antitrypsin verschiedener Organismen 
Dargestellt ist ein Alignment von RSL-Sequenzen mittels Clustal Omega. Übereinstimmende Positionen sind 
schwarz-weiß invertiert dargestellt. Die Phenylalanin-Reste an Position P1 sind rot gekennzeichnet. In grau sind 
die Positionen gekennzeichnet, die mit der Sequenz aus Chiloscyllium punctatum übereinstimmen, aber nicht 
durchgehend konserviert sind. Mit A1AT sind die α1-Antitrypsin-Sequenzen und mit A10 die ZPI-Sequenzen 
bezeichnet. Im Folgenden sind die Zugangsnummern aufgeführt: Homo sapiens A1AT: NP_001121179, A10: 
AAQ88960, Hsp47: NP_001193943; Mus musculus A10: AAH18416; Oryctolagus cuniculus E-Isoform: 
NP_001075666, F-Isoform: NP_001075654, S-1-Isoform: BAA03678, S-2-Isoform: ENSOCUP00000015819; 
Gallus gallus A1AT: NP_001264422, A10: XP_421341; Taeniopygia guttata A10: XP_002200211; Xenopus 
(Silurana) tropicalis A1AT: NP_001011275, A10: XP_002933260; Xenopus laevis A1AT: NP_001080271; Danio 
rerio A1AT: NP_001013277, A10: NP_001038536; Tetraodon niroviridis A10: CAG10575; Takifugu rubripes A10: 
XP_003962703; Callorhinchus milii A1AT: AFM90441. 
 
 
Serpin CpSpnV2_3: Angiotensinogen 
Die Sequenz von Angiotensinogen in verschiedenen Organismen ist stark unterschiedlich, 
einzig die Angiotensin I-Sequenz ist stark konserviert (Watanabe et al., 2009). So ist die 
geringe Übereinstimmung (23 %) zwischen den Kristallstrukturdaten des humanen 
Angiotensinogens und CpAng nicht ungewöhnlich (Abschnitt 5.2.1). Die 
Sequenzheterogenität von Angiotensinogen-Sequenzen ist mit ihrer physiologischen 
Funktion erklärbar. Angiotensinogen ist in Kiefermäulern ein nicht inhibitorisches Serpin. Als 
Blutdruckregulator übernimmt die Angiotensin I-Sequenz die entscheidende Rolle im Serpin, 
so dass nur deren stark konservierte Sequenz relevant ist (Abschnitt 5.2.1). Diese Sequenz 
kann unter Mitwirkung anderer Proteine zu verschiedenen Angiotensinen (1 bis 9) gespalten 
werden. Dazu spaltet zunächst Renin die vollständige Angiotensin I-Sequenz (Dekapeptid) 
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ab. Durch Proteine wie das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE) kann Angiotensin I zu 
weiteren Angiotensinen gepalten werden (Donoghue et al., 2000). Angiotensin I bildet ein 
Motiv aus X-Arg-X-Thy-X-His-Pro-Phe-X-Leu, in dem die mit X gekennzeichneten Positionen 
mit variablen Aminosäuren besetzbar sind. Die definierten Aminosäuren sind in den meisten 
Angiotensin I-Sequenzen konserviert, da sie an wichtigen Prozessen beteiligt sind. Das Motiv 
His25-Pro26-Phe27 (Positionsangaben von Chiloscyllium punctatum) bildet das 
Erkennungsmotiv für Renin, welches die Angiotensin I-Sequenz von dem Angiotensinogen 
abspaltet (Nakagawa et al., 2007). Die Aminosäuren Arginin21, Thyrosin23 und Prolin26 
(Positionsangaben von Chiloscyllium punctatum) sind an der Wechselwirkung von 
Angiotensin II mit dem Angiotensinrezeptor beteiligt (Noda et al., 1995 und 1996; Feng et al., 
1995). Der C-Terminus der Angiotensin I-Sequenz ist einheitlich mit Leucin besetzt, da Renin 
nach Leucin spaltet. Über das Vorhandensein dieser charakteristischen Sequenz am               
N-Terminus kann Angiotensinogen einwandfrei identifiziert werden. In CpAng sind alle 
relevanten Positionen übereinstimmend besetzt (Abschnitt 5.2.1). Die Position von Prolin22 
(Positionsangaben von Chiloscyllium punctatum) der Angiotensin I-Sequenz ist üblicherweise 
mit Valin besetzt. Der Austausch einer Aminosäure gegen Prolin ist generell problematisch, 
da Prolin häufig zu einer Veränderung der Tertiärstruktur führt, einhergehend mit einer 
Änderung der Aktivität und Stabilität (Watanabe et al., 2009). Mögliche Begründung hierfür 
könnte das Lebensumfeld von Knorpelfischen sein. In einer Studie von Watanabe et al. 
(2009) wurde die Hypothese aufgestellt, dass Prolin möglicherweise Angiotensin stabilisiert, 
da Knorpelfische eine erhöhte Konzentration an Harnstoff in ihrem Blutplasma haben. Die 
Osmolalität des Plasmas wird durch die Anreicherung von Harnstoff dem Meerwasser 
angepasst, um dem Wasserverlust entgegenzuwirken. Daraus resultiert eine erhöhte 
Harnstoffkonzentration im Cytoplasma, womit Prolin in Angiotensin-Sequenzen einen 
stabilisierenden Effekt haben könnte. Da auch die Angiotensin-Sequenzen aus Neunaugen an 
dieser Position Prolin besitzen, kann möglicherweise erst durch Adaptionen von Neunaugen 
über Knorpelfische bis zu Knochenfischen Prolin gegen Valin ausgetauscht worden sein. Der 
Angiotensin I-Sequenz aus Neunaugen fehlt im Gegensatz zu anderen Angiotensin I-
Sequenzen das vollständige His-Pro-Phe-Motiv. Histidin ist dort durch Glutamin ersetzt, so 
dass das Motiv nicht durch Renin von Kiefermäulern erkannt und gespalten werden kann. 
Mehrere Studien haben bereits Angiotensin I und Angiotensin II im Plasma von Neunaugen 
nachgewiesen, so dass in Neunaugen ein Protein das veränderte Motiv erkennen muss 
(Wong und Takei, 2011; Rankin et al., 2004). Zusätzlich konnte eine Regulation des 
Blutdrucks durch das Angiotensin II aus Neunaugen nachgewiesen werden, so dass 
Angiotensinogen aus Neunaugen, neben der Thrombininhibition, eine Funktion als 
Blutdruckregulator besitzt (Wang und Ragg, 2011; Wong und Takei, 2011). Diese 
Doppelfunktion hat Angiotensinogen mit der Entwicklung der Linie der Kiefermäuler 
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verloren. Durch Adaption hat Angiotensinogen vollständig die Funktion als 
Blutdruckregulator übernommen und optimiert. Durch HCII und die Entwicklung von ATIII 
sind im Knorpelfisch bereits zwei potente Thrombininhibitoren präsent, so dass die 
zusätzliche thrombininhibierende Funktion von Angiotensinogen nicht mehr benötigt wurde.  
Die Sequenzheterogenität von Angiotensinogen-Sequenzen außerhalb der Angiotensin I-
Sequenz spiegelt sich im Vorkommen der N-Glykosylierungsstellen und Cystein-Reste 
wieder. Lediglich Asn33 und Cys144 der zehn N-Glykosylierungsstellen und vier Cystein-Resten 
sind konserviert (Positionsangaben von Chiloscyllium punctatum). In Knochenfischen, 
Amphibien, Vögeln und Säugetieren existiert ein übereinstimmender Cystein-Rest fünf 
Aminosäuren C-terminal von Cys32 (Positionsangaben von Chiloscyllium punctatum). Im 
humanen Angiotensinogen bilden die beiden Cystein-Reste eine Disulfidbrücke aus, die zu 
einer Umlagerung des N-Terminus führt, wodurch die Reninspaltstelle zugänglicher wird 
(Zhou et al., 2010). In Verbindung mit der räumlichen Nähe von Cys32 und Cys144 im 
Strukturmodell ist eine Disulfidbrückenbildung zwischen den beiden Cystein-Resten in CpAng 
wahrscheinlich (Abschnitt 5.2.1). Cys261 und Cys285 haben vermutlich keine strukturelle 
Funktion, da sie nur in Knorpelfischen präsent sind und keine räumliche Nähe zu einem 
anderen Cystein-Rest besitzen. Das unterschiedliche Vorkommen der                                               
N-Glykosylierungsstellen in Vertebraten gibt keinen Hinweis auf deren posttranslationalen 
Nutzung. Einzig Asn33 ist in Angiotensinogen-Sequenzen (außer in Neunaugen) 
übereinstimmend zu finden (Abschnitt 8.7.6). Diese Position ist in humanem 
Angiotensinogen glykosyliert, was die tatsächliche N-Glykosylierung in CpAng nahe legt 
(Campell et al., 1985). Asn44, Asn61, Asn207, Asn224, Asn372, Asn381 und Asn412 kommen 
ebenfalls in Angiotensinogen-Sequenzen aus Knorpelfischen vor, was auf eine Funktion der 
Aminosäuren an diesen Positionen hindeutet und ein Hinweis auf deren tatsächliche 
Verwendung in posttranslationalen Modifikationen darstellt. Asn74 und Asn349 hingegen sind 
einzigartig in CpAng. Außer deren Positionierungen auf der Oberfläche des Serpinmodells 
können keine Aussagen über die tatsächliche Nutzung dieser N-Glykosylierungsstellen 
getätigt werden (Abschnitt 5.2.1).  
 
 
6.3.3 Serpine der Gruppe 3 
Serpin CpSpnV3_1: Neuroserpin 
Die Analyse der Proteinsequenz von CpNS hat neben den charakteristischen Sequenzmotiven 
des ER-Retentionssignals und der Omega-Schleife eine N-Glykosylierungsstelle aufgedeckt 
(Abschnitt 5.1.2). Das Modell lässt vermuten, dass sie für posttranslationale Modifikationen 
zur Verfügung steht. Die tatsächliche Nutzung der N-Glykosylierungsstelle wird durch das 
einheitliche Vorkommen in Neuroserpin-Sequenzen von Vertebraten erhärtet (Abschnitt 
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8.8.2). Die exponierte Omega-Schleife befindet sich als Insertion zwischen den β-Faltblättern 
s1B und s2B (Takehara et al., 2009). Dieses Sequenzmotiv zeichnet sich im Besonderen durch 
kleine sowie durch hydrophobe Aminosäurereste aus. Solche Schleifen fungieren 
hauptsächlich als Bindestelle für Liganden oder dienen der Kontrolle und Regulation der 
Enzymaktivität (Takehara et al., 2009). In Neuroserpin hat die Omega-Schleife Studien 
zufolge möglicherweise Einfluss auf die Inhibierungsreaktion mit dem gewebespezifischen 
Plasminogen Aktivator, jedoch nicht mit dem urokinasespezifischen Plasminogen Aktivator 
(Takehara et al., 2009). Nach Deletion der Omega-Schleife kann das Serpin beide Proteasen 
inhibieren, jedoch ist die Inhibierungsrate gegen den gewebsspezifischen Plasminogen 
Aktivator deutlich reduziert (Takehara et al., 2009). Die 100 %ige Übereinstimmung in der 
Sequenz aus CpNS deutet auf eine vergleichbare Funktion hin. 
ER-Retentionssignale sind üblicherweise Motive bestehend aus vier Aminosäuren, wie KDEL, 
HDEL, RDEL oder diversen Varianten davon (Raykhel et al., 2007). Neuroserpin bildet dabei 
eine Ausnahme, indem es ein ER-Retentionssignal aus 13 Aminosäuren besitzt. Dabei sind im 
humanen alle Aminosäuren notwendig, um eine korrekte Einschleusung in den regulierten 
sekretorischen Pfad zu gewährleisten, wodurch dieser C-Terminus für Neuroserpin 
charakteristisch ist (Ishigami et al., 2007). Das ER-Retentionssignal hat in Säugetieren und 
Vögeln eine hohe Sequenzübereinstimmung von 76,9 % (Abschnitt 5.2.1). Die ER-
Retentionssignale aus Knochenfischen und Knorpelfischen unterscheiden sich stärker. Die 
Neuroserpin-Sequenzen von Chiloscyllium punctatum und dem kleinen Rochen (Leucoraja 
erinacea) teilen mehr Übereinstimmungen mit Sequenzen höherer Vertebraten und 
Amphibien (46,2 % bis 70,0 %), als die Sequenzen aus Knochenfischen (Danio rerio, 
Xiphophorus nigrensis) und dem chimären Knorpelfisch (Callorhinchus milii) (15,4 % bis       
40,0 %). Die Unterschiede von Knochenfischen zu Neuroserpin-Sequenzen anderer 
Vertebraten gibt der Vergleich der RSL-Sequenzen (P8 bis P10‘) ebenfalls wieder (Abschnitt 
5.2.1). Dennoch ist von ähnlichen Proteasespezifitäten auszugehen, da Arginin und 
Methionin sowie Arginin und Threonin von Trypsin-ähnlichen Proteasen erkannt und 
gespalten werden (Galliciotti und Sonderegger, 2006). Das isolierte Serpin aus Chiloscyllium 
punctatum besitzt bereits alle Motive von Neuroserpinsequenzen aus höheren Vertebraten, 
weshalb auf eine ähnliche Funktion geschlossen werden kann. 
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Serpin CpSpnV3_2: Protease Nexin-1 
Die Analyse der Proteinsequenz von CpPN-1 hat eine potenzielle N-Glykosylierungstelle 
(Asn158) offengelegt. Nachdem das Modell der Tertiärstruktur bereits dessen Positionierung 
auf der Proteinoberfläche dargelegt hat, hat auch die Expression auf die tatsächliche 
Nutzung der N-Glykosylierungsstelle hingedeutet (Abschnitt 5.2.2). Gefestigt wird diese 
Annahme mit der Präsenz der N-Glykosylierungsstelle in PN-1-Sequenzen anderer 
Vertebraten (Abschnitt 8.8.4).  
PN-1 nutzt Heparin als Kofaktor und bleibt nach Inhibierung durch Heparin an der 
Zellmembran gebunden, wo der Komplex schließlich selbst, durch eine LRP-Bindestelle,  
seinen Abbau signalisiert (Crisp et al., 2000). Im Komplex von PN-1 mit einer Protease wird 
diese Bindestelle zugänglich, LRP bindet und leitet die Endozytose und Degradation ein 
(Knauer et al., 1997). Eine LRP-Bindestelle gefolgt von einer Glykosaminoglykanbindestelle 
sind in der CpPN-1-Sequenz ebenfalls präsent, sind aber zu denen höherer Vertebraten 
verschieden, wobei die Eigenschaften der Bindestellen intakt bleiben (Abschnitt 5.2.1). 
Studien der LRP-Bindestelle zeigen, dass vor allem geladene Aminosäuren die Bindung 
zwischen dem humanen PN-1 und LRP beeinflussen, insbesondere His48 und Asp49 
(Positionsangaben Homo sapiens; Knauer et al., 1999). In CpPN-1 sind diese Positionen 
allerdings mit Threonin und Glutaminsäure besetzt, wobei Glutaminsäure ebenfalls eine 
negativ geladene Aminosäure ist. An der Bindung von Glykosaminoglykanen und dem 
humanen PN-1 sind sieben basische Aminosäuren aus der α-Helix D beteiligt (Rovelli et al., 
1992; Stone et al., 1994). In Säugetieren, Reptilien und Amphibien sind alle Positionen 
übereinstimmend mit Lysin-Resten besetzt (Abschnitt 5.2.1). In Knochenfischen und 
Knorpelfischen weicht die Glykosaminoglykanbindestelle ab, wobei Lys89, Lys92, Lys93, Lys96 
und Arg102 (Positionsangaben Chiloscyllium punctatum) gleich besetzt sind. In den Sequenzen 
aus Knochenfischen und Knorpelfischen sind nicht alle Positionen im Vergleich zu höheren 
Vertebraten mit basischen Aminosäuren besetzt. An zwei Positionen  sind basische 
Aminosäuren gegen nicht basische ausgetauscht (Abschnitt 5.2.1). Dagegen haben 
Knorpelfische innerhalb der α-Helix D an Position 90 (Positionsangabe Chiloscyllium 
punctatum) einen zusätzlichen Lysin-Rest. Obwohl das Strukturmodell von CpPN-1 die 
Positionierung auf der Oberfläche zeigt, muss dessen Interaktion mit Glykosaminoglykanen 
experimentell überprüft werden. 
Die Position P1 von CpPN-1 ist mit Lysin, anstatt Arginin besetzt, gefolgt von einer Insertion 
hinter Position P2‘ (Abschnitt 5.2.1). Human PN-1 inhibiert Thrombin, Trypsin und Urokinase, 
wobei bei Serpinen mit ähnlicher Proteasespezifität ebenfalls Arginin an Position P1 
konserviert ist. Die Aminosäuren Lysin und Arginin sind ähnlich, beide sind polare und 
basische Aminosäuren, die eine ähnliche Größe haben. Eine veränderte Position P1 ist nicht 
ungewöhnlich. Zum Beispiel besitzt HCII als potenter Inhibitor von Thrombin ebenfalls nicht 
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Arginin an Position P1, sondern Leucin, das lediglich das Proteasespektrum einschränkt 
(Abschnitt 6.3.2). Die Insertion im RSL liegt C-terminal der Proteasespaltstelle, so dass die 
Translokation und Deformation der Protease nicht behindert werden sollte. Dennoch 
verändert die Insertionen die Positionen P3‘ und P4‘, die Auswirkungen auf die Zielprotease 
haben können (Khan et al., 2011; Abschnitt 5.2.1). Deshalb wurde die Aktivität sowie das 
Proteasespektrum von CpPN-1 in Komplexierungsstudien untersucht (Abschnitt 5.2.3). 
Die Aktivität von CpPN-1 gegen Thrombin war in Anwesenheit von Heparin steigerbar. Im 
Vergleich zu HCII und ATIII wurde die Reaktionsgeschwindigkeit durch Heparin nur 
geringfügig erhöht, was bereits für das humane PN-1 beobachtet wurde, da 
Glykosaminoglykane nicht zu einer Konformationsänderung führen, sondern eine Brücke 
zwischen der Protease Thrombin und dem Serpin bilden (Li und Huntington, 2012; Abschnitt 
2.1.1). Die Komplexierungsstudien belegen eine effektive Inhibierung von Thrombin durch 
CpPN-1, trotz der Veränderungen im RSL. Im Gegensatz dazu haben die Veränderungen 
Einfluss auf die Inhibition von Trypsin, das für das humane PN-1 eine Zielprotease darstellt. 
Die Komplexierung von CpPN-1 zeigte keinerlei inhibitorische Aktivität gegen Trypsin. In 
diesen Experimenten fungierte CpPN-1 als Substrat für Trypsin und wurde vollständig 
abgebaut. Bereits nach einer Inkubation von 1 min konnte CpPN-1 nicht mehr im Western-
Blot detektiert werden (Abschnitt 5.2.3). Die Zugabe von Heparin zeigte dabei keinen 
wesentlichen Effekt. Die fehlende Aktivität gegen Trypsin kann nicht mit Lysin an Position P1 
begründet werden, da Trypsin-ähnliche Proteasen bevorzugt nach Arginin oder Lysin spalten 
(Evnin et al., 1990). Vermutlich ist die fehlende Inhibition von Trypsin ein Resultat der 
Insertion nach Position P2‘ und den damit veränderten Positionen P3‘ und P4‘. Diese 
Positionen sind in den RSL-Sequenzen von PN-1 der verschiedenen Vertebratengruppen 
übereinstimmend besetzt und beeinflussen somit die Erkennung durch Trypsin (Abschnitt 
5.2.1). Wäre die Erkennung von CpPN-1 durch Trypsin aufgrund der Insertion gestört, könnte 
im Western-Blot über die gesamte Inkubationszeit das native CpPN-1 nachgewiesen werden. 
Die Insertion (Arginin-Isoleucin) stellt zusätzlich eine potenzielle Spaltstelle für Trypsin dar. 
Wird diese durch Trypsin erkannt klappt nach Acylierungsreaktion und Spaltung der RSL in 
das β-Faltblatt A ein. Da durch die versetzte Spaltstelle die Länge des RSL verändert ist, wird 
die Protease nicht deformiert und kann die Deacylierungsreaktion einleiten. Sollte Trypsin 
den RSL an der Position Arginin-Isoleucin spalten, wäre im Western-Blot die gespaltene Form 
von CpPN-1 nachweisbar. Aber bereits nach einer Inkubationszeit von 1 min ist CpPN-1 
vollkommen abgebaut und kann im Western-Blot nicht detektiert werden. Durch die 
fehlende Inhibierung von Trypsin bleibt dessen Konzentration bestehen und Trypsin spaltet 
CpPN-1 an anderen Positionen, wodurch das Serpin vollständig abgebaut wird. Ebenso 
können suboptimale Versuchsbedingungen wie Inkubationstemperatur, pH-Wert oder 
Konzentration und Art der Zielprotease CpPN-1 daran hindern Trypsin effizient zu inhibieren, 
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wobei Änderungen der Inkubationstemperatur oder der Konzentration der Zielprotease 
keinen Effekt hatten. In Komplexierungstests mit rekombinant exprimiertem humanem α1-
Antitrypsin und Rindertrypsin unter gleichen Bedingungen konnte eine effektive Inhibierung 
von Trypsin nachgewiesen werden. In den Experimenten dieser Arbeit wurde Rindertrypsin 
verwendet, das wahrscheinlich Unterschiede zu Trypsin aus Knorpelfischen aufweist. Zur 
Abschätzung des Proteasespektrums von CpPN-1 könnten Experimente mit Trypsinen aus 
anderen Organismen durchgeführt werden. Auch die Mutation der Positionen Arginin-
Isoleucin im RSL kann zur Klärung der fehlenden Inhibierung von Trypsin durch CpPN-1 
beitragen. 
 
 
6.3.4 Serpine der Gruppe 4 
Serpin CpSpnV4_1: α2-Antiplasmin 
Die Analysen der Proteinsequenz von Cpα2AP haben vier Cystein-Reste und fünf potenzielle 
N-Glykosylierungsstellen aufgedeckt. Obwohl Cys90 im Strukturmodell nicht berücksichtigt 
werden konnte, deutet das konservierte Vorkommen des Cystein-Rests darauf hin, dass es 
für die Struktur oder Funktion des Serpins von Bedeutung ist. Für α2-Antiplasmin aus dem 
Menschen konnte eine Disulfidbrückenbildung zwischen den beiden Cystein-Resten (Cys90   
Cys163) nachgewiesen werden, was mit der Position im Strukturmodell übereinstimmt und 
eine tatsächliche Disulfidbrückenbildung in Cpα2AP vermuten lässt (Christensen et al., 1997). 
Die Cystein-Reste Cys166 und Cys169 sind in keiner anderen α2-Antiplasmin-Sequenz zu finden. 
Da sie jedoch innerhalb der α-Helix D liegen und eine räumliche Nähe zueinander besitzen, 
ist eine Disulfidbrückenbildung möglich.  Die N-Glykosylierungsstellen (Asn21, Asn146, Asn162, 
Asn337, Asn421) sind im Modell der Tertiärstruktur von Cpα2AP auf der Proteinoberfläche 
positioniert, außer Asn21, da diese nicht im Modell dargestellt wird. Asn146 ist eine 
konservierte N-Glykosylierungsstelle, dessen Glykosylierung für das humane α2-Antiplasmin 
nachgewiesen wurde und auf eine Glykosylierung der Position in Cpα2AP hindeutet (Liu et 
al., 2005). Asn337 ist nicht in höheren Vertebraten aber in Knochenfischen nachweisbar und 
legt dessen Glykosylierung nahe (Abschnitt 8.9.2). Die übrigen drei Positionen sind 
einzigartig für Cpα2AP. Die Molekülmasse des exprimierten Cpα2AP-Fusionsproteins von ca. 
85 kDa korreliert mit der tatsächlichen Glykosylierung der fünf Positionen, da sie ca. 35 kDa 
größer als die berechnete ist. Cpα2AP ist damit deutlich größer als das humane                      
α2-Antiplasmin mit 65 kDa bis 70 kDa (je nach Isoform), obwohl die Molekülmassen der 
unmodifizierten Proteine ähnlich sind (51,6 kDa Chiloscyllium punctatum; 51,7 kDa Homo 
sapiens, vier N-Glykosylierungsstellen; Ayala et al., 2005).  
Die kennzeichnenden Eigenschaften von α2-Antiplasmin wie die charakteristischen 
Extensionen an beiden Termini, der verkürzte RSL sowie die konservierten Lysin-Reste im    
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C-Terminus teilt Cpα2AP. Die Extensionen dienen der optimalen Inhibierungsreaktion der 
Zielprotease (Coughlin, 2005). Der C-Terminus besteht aus vielen geladenen Aminosäuren, 
speziell vier Lysin-Resten, wovon einer direkt am C-Terminus lokalisiert ist. So bindet der       
C-Terminus an die Lysinbindestelle von Plasmin und bringt es in die richtige Position um die 
Inhibierungsreaktion einzuleiten (Coughlin, 2005). Da Plasmin ein Bestandteil der Fibrinolyse 
ist und nicht jedes Blutgerinnsel aufgelöst werden soll, kann der N-Terminus von                   
α2-Antiplasmin mit Faktor XIIIa interagieren, indem Glutamin
41 (Positionsangabe des 
humanen α2-Antiplasmins) durch eine Transglutaminase mit Faktor XIIIa verknüpft wird 
(Coughlin, 2005). Dieser ist wiederum an Fibrin gebunden, so dass α2-Antiplasmin mit Fibrin 
quervernetzt ist (Coughlin, 2005). So wird α2-Antiplasmin mit in das Blutgerinnsel integriert 
und kann Plasmin an dessen Auflösung hindern. Im N-Terminus von Cpα2AP ist kein 
Glutamin-Rest übereinstimmend zu Glutamin41 des Menschen. Da aber an anderen 
Positionen Glutamin-Reste im N-Terminus lokalisiert sind und Studien auch eine 
Verknüpfung zu Faktor XIIIa nach Mutation von Glutamin41 nachweisen konnten, ist die 
Verknüpfung von Cpα2AP mit Faktor XIIIa über einen anderen Glutamin-Rest wahrscheinlich 
(Coughlin, 2005). Der C-Terminus von Cpα2AP besitzt vergleichbare Lysin-Reste. Auch wenn 
die Extension gegenüber dem C-Terminus von α2-Antiplasmin aus Säugetieren verkürzt ist, 
ist er dennoch vergleichbar mit den C-Termini von Vögeln, Amphibien und einigen 
Knochenfischen (Abschnitt 5.2.1). Der C-Terminus von Cpα2AP ist dem aus Vögeln, 
Amphibien und Säugetieren ähnlicher als der C-Terminus von α2-Antiplasmin-Sequenzen aus 
Knochenfischen, der deutliche Unterschiede aufweist wie das Fehlen der Lysin-Reste. Die 
Länge des RSL ist mit 15 Aminosäuren bis zur Position P1 normalerweise stark konserviert. 
Nur wenn dieser die richtige Länge besitzt, kann die Protease durch die Einlagerung des RSL 
in das β-Faltblatt A auf der anderen Seite des Serpins deformiert und dadurch inaktiviert 
werden. Für α2-Antiplasmin ist bekannt, dass der Bereich zwischen dem Beginn der Hinge-
Region und Position P1 für die Hemmung von Plasmin nur 14 Aminosäuren umfasst 
(Potempa et al., 1988). Die Spaltstelle von Plasmin in Cpα2AP wird demnach mutmaßlich von 
Arginin422 und Serin423 flankiert. Im Menschen zeichnet sich α2-Antiplasmin durch zwei 
überlappende Positionen P1 und P1‘ (Arginin und Methionin, Methionin und Serin) für 
verschiedene Proteasen aus. Dabei stellen Arginin und Methionin die Spaltstelle für Plasmin 
und Trypsin sowie Methionin und Serin das Erkennungssignal für Chymotrypsin dar 
(Potempa et al., 1988). Im Vergleich zeigt Cpα2AP eine Deletion von Methionin im Bereich 
der überlappenden Positionen P1 und P1‘, die in α2-Antiplasmin-Sequenzen aus 
Knochenfischen, Vögeln und Amphibien ebenfalls vorkommt (Abschnitt 5.2.1). Die Spaltstelle 
sowie die Erkennungsstelle für Chymotrypsin ist somit in diesen Organismen nicht 
vorhanden. Komplexierungstests konnten zeigen, dass Cpα2AP ein potenter Inhibitor von 
Plasmin ist, ebenso Trypsin und Faktor Xa inhibiert und die potenzielle                                      
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N-Glykosylierungsstelle Asn421 die Inhibierungsreaktion nicht behindert (Abschnitt 5.2.3). Das 
stimmt mit dem Strukturmodell für Cpα2AP überein, nachdem der RSL im Bereich der 
Positionen P2 bis P3‘ eine α-Helix bildet, so dass die N-Glykosylierungsstelle an Position P2 
und die Positionen P1 und P1‘ unterschiedliche räumliche Ausrichtungen besitzen. Die 
Komplexierung mit Plasmin zeigte schon nach einer Inkubationszeit von 1 min eine dünne 
Komplexbande. Obwohl das humane α2-Antiplasmin mit Plasmin bereits nach 15 sec einen 
deutlichen Komplex bildet, ist dennoch davon auszugehen, dass Cpα2AP einen potenten 
Inhibitor von Plasmin darstellt (Wiman und Collen, 1977). In den Experimenten mit Cpα2AP 
wurde humanes Plasmin verwendet, was möglicherweise nicht optimal von Cpα2AP inhibiert 
werden kann. Die Änderung der Inkubationstemperatur von 25 °C auf die physiologische 
Temperatur von 37 °C zeigte hingegen keine schnellere Bildung von Komplexen (Abbildung 
5.2.3). In der Komplexierung von Cpα2AP mit Trypsin dagegen bildete sich nach kurzer 
Inkubationszeit (1 min) eine deutliche Komplexbande. Gleichzeitig trat daneben eine andere 
Bande mit geringerer Molekülmasse in ähnlicher Intensität wie die Komplexbande auf, bei 
der es sich um die RSL-gespaltene Form handelt (Abschnitt 5.2.3). Mit zunehmender 
Inkubationszeit nahm die Menge an gebildetem Komplex zu, ebenso wie die Menge an RSL-
gespaltener Form. Nach 30 min Inkubationszeit war lediglich die Bande der RSL-gespaltenen-
Form detektierbar. Ein solches Verhalten wurde bereits in Komplexierungsstudien des 
humanen α2-Antiplasmins mit Trypsin beobachtet (Moroi und Aoki, 1976; Enghild et al., 
1993). Dabei können nach Komplexierung in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter 
reduzierenden und denaturierenden Bedingungen mehrere Banden nachgewiesen werden. 
Sind die gleichen Proben unter nativen Bedingungen analysiert worden, so traten nur zwei 
Banden auf (unkomplexiertes α2-Antiplasmin und komplexiert mit Trypsin; Enghild et al., 
1993). Die Bedingungen der SDS-PAGE führen zu einer Instabilität des Komplexes zwischen 
Trypsin und α2-Antiplasmin, da in diesen Versuchen eine Bande für den C-terminalen Teil 
und eine Bande des restlichen Serpins nachgewiesen werden konnte (Enghild et al., 1993).  
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Cpα2AP, ähnlich wie α2-Antiplasmin aus dem 
Menschen, Faktor Xa hemmt (Saito et al., 1979). Die Inhibierungsreaktion von Faktor Xa war 
dabei deutlich langsamer als mit Plasmin oder Trypsin. Erst nach einer 3-minütigen 
Inkubation konnte eine dünne Komplexbande detektiert werden, die nach einer 
Inkubationszeit von 5 min deutlich erkennbar war. Die deutlich erkennbaren Abbauprodukte 
und verzögerte Inhibierungsreaktion weisen darauf hin, dass Faktor Xa keine physiologische 
Zielprotease von Cpα2AP darstellt.  
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6.3.5 Serpine der Gruppe 5 
Serpin CpSpnV5_1: Antithrombin III 
Die Proteinsequenz von CpATIII zeigt sechs Cystein-Reste (Cys29, Cys42, Cys123, Cys156, Cys275, 
Cys459) und vier potenzielle N-Glykosylierungstellen (Asn163, Asn183, Asn188 und Asn220), deren 
Anzahl und Position, außer Asn188, in ATIII-Sequenzen stark konserviert ist. Im 
Strukturmodell haben die Cystein-Reste von CpATIII eine räumliche Nähe zueinander, so dass 
die Ausbildung von Disulfidbrücken möglich ist und mit den Ergebnissen des humanen ATIII 
übereinstimmt (Abschnitt 5.2.1; Zhou und Smith, 1990). Daraus folgen Disulfidbrücken 
zwischen den Cystein-Resten Cys29    Cys156, Cys42    Cys123 und Cys275    Cys459 von CpATIII. 
Auch das einheitliche Vorkommen der N-Glykosylierungsstellen Asn163, Asn183, Asn220 sowie 
deren Positionierung auf der Proteinoberfläche, zusammen mit dem Nachweis der 
Glykosylierung im humanen ATIII, deuten auf die Glykosylierung der Positionen in CpATIII hin 
(Abschnitt 8.10.2; Abschnitt 5.2.1; Picard et al., 1995). Asn188 hingegen ist einzigartig für 
CpATIII. Ihre Lokalisation auf der Oberfläche der Tertiärstruktur schließt eine N-glykosidische 
Verknüpfung nicht aus.  
Zusätzlich besitzt CpATIII die typischen Eigenschaften von ATIII, wie die  
Glykosaminoglykanbindestelle aus basischen Aminosäuren in der α-Helix D. Auch die 
beteiligten Positionen aus der α-Helix A und der Umgebung der α-Helix D sind in CpATIII mit 
basischen Aminosäuren besetzt (Abschnitt 5.2.1; Li et al., 2004; Chao et al., 2012). Die 
Position P2 bis P1‘, sind mit Glycin (P2) Arginin (P1) und Serin (P1‘) stark konserviert 
(Abschnitt 5.2.1). ATIII hat die basische Aminosäure Arginin an der Position P1 des RSL 
lokalisiert, da die Zielprotease Thrombin bevorzugt zwischen Arginin und einer beliebigen 
Aminosäure spaltet (Derechin et al., 1990). Gleichzeitig ist in allen ATIII Sequenzen die 
Position P1‘ mit Serin besetzt. Dies weist auf eine wichtige Rolle von Serin in der 
Inhibierungsreaktion mit Thrombin hin, denn in PN-1, HCII, Angiotensinogen aus Neunaugen 
und weiteren thrombininhibierenden Serpinen befindet sich Serin an dieser Position. 
Mutationsstudien zur Position P1‘ konnten belegen, dass Serin tatsächlich eine 
entscheidende Rolle in der Inhibierung von Thrombin spielt (Stephens et al., 1988). Diese 
Studie impliziert, dass neben der Größe der Aminosäure auch die chemischen Eigenschaften 
wie Ladung oder Hydrophilie die Inhibierungsreaktion beeinflussen (Stephens et al., 1988). 
CpATIII teilt alle konservierten Positionen (Cystein-Reste, Glykosaminoglykanbindestelle, 
charakteristische Hinge-Region und Positionen P2-P1‘ des RSL) mit ATIII-Sequenzen anderer 
Vertebratengruppen, außer einer basischen Aminosäure der Glykosaminoglykanbindestelle 
(Arg78, des humanem ATIII), die jedoch unter Vertebraten nicht konserviert ist (Abschnitt 
8.10.2) und bestätigt CpATIII als einen glykosaminoglykanbindenen effektiven 
Thrombininhibitor. Das fast unveränderte Vorkommen der Merkmale von ATIII in 
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Kiefermäulern deutet einen Ursprung außerhalb der Knorpelfische an, obwohl aus 
Rundmäulern bislang keine ATIII-ähnliche Sequenz isoliert werden konnte.  
 
 
6.3.6 Serpine der Gruppe 6 
Serpin CpSpnV6_1: Heat Shock Protein 47 
Das CpHsp47-Strukturmodell legt bereits die Nutzung der beiden N-Glykosylierungsstellen 
nahe, das durch das Vorkommen in Hsp47-Sequenzen anderer Vertebraten erhärtet wird. 
Dabei ist Asn110 von Säugetieren bis Neunaugen konserviert und Asn105 mit Ausnahme von 
Knochenfischen und Neunaugen ebenfalls konserviert.  
Die humane Hsp47-Sequenz zeichnet sich durch eine PolyAlanin-Sequenz im N-Terminus, 
einem typischen ER-Retentionssignal und eine fehlende Hinge-Region aus. Obwohl dem 
Serpin aus Chiloscyllium punctatum die charakteristische PolyAlanin-Sequenz fehlt, zeigen 
die bioinformatischen Analysen die Zugehörigkeit zu Hsp47 (Abschnitt 5.2.1). Obwohl die 
Hsp47-Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) ein vergleichbares 
PolyAlanin-Motiv aufweist, verdeutlicht der Vergleich von Hsp47-Sequenzen, dass sich die 
PolyAlanin-Sequenz abgesehen vom Meerneunauge nur in Säugetieren finden lässt und 
damit keinen aussagekräftigen Hinweis liefert (Abschnitt 8.11.2). Das ER-Retentionssignal 
von CpHsp47 unterscheidet sich zu dem anderer Vertebraten mit HDEL. Bevorzugt besitzt 
das ER-Retentionssignal von Hsp47 das Sequenzmotiv RDEL. Eine Studie von Raykhel et al. 
(2007) hat allerdings gezeigt, dass beide Sequenzmotive ein ähnliches Verhalten zeigen. 
Beide Sequenzmotive veranlassen ungefähr 90 % der gebildeten Proteine zur Speicherung im 
endoplasmatischen Retikulum und werden von den KDEL-Rezeptoren 1 und 2 ähnlich gut 
erkannt. Nur der KDEL Rezeptor 3 bevorzugt das HDEL Sequenzmotiv (Raykhel et al., 2007). 
Das veränderte ER-Retentionssignal hat keinen wesentlichen Einfluss auf die Lokalisation von 
CpHsp47 innerhalb der Zelle.  
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6.4 Phylogenetischer Vergleich 
 
Die phylogenetischen Analysen dieser Arbeit bestätigen die Resultate von Atchley et al. 
(2001), dass die phylogenetischen Beziehungen von Serpinen mit der Neighbor-Joining-
Methode am wahrscheinlichsten beschrieben werden. Mit der Maximum-Parsimony-
Methode werden Stammbäume mit niedrigen Bootstrap-Werten erstellt und definierte 
Gruppierungen aufgelöst und mit anderen Serpinen gruppiert. Die Maximum-Likelihood-
Methode hingegen unterstützt in weiten Teilen die Stammbaumkonstruktion der Neighbor-
Joining-Methode oder zeigt sinnvolle Alternativen, die mit Sequenzunterschieden oder 
Sequenzähnlichkeiten einhergehen.  
 
 
6.4.1 Serpine der Gruppe 1 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei vollständige Serpine der Gruppe 1 aus Chiloscyllium 
punctatum isoliert. Mit CpLEI ist eindeutig SerpinB1 aus Chiloscyllium punctatum isoliert 
worden. Im phylogenetischen Stammbaum ist CpLEI in die Gruppe von SerpinB1-Sequenzen 
integriert (Abschnitt 5.4.1). Zusammen mit Sequenzen aus Amphibien, Vogel, Reptil und 
Säugetieren bildet CpLEI eine Schwestergruppe zu SerpinB1-Sequenzen aus Knochenfischen 
und Rundmäulern. CpSpnV1_2 hingegen bildet keine Gruppe mit einem Mitglied der Gruppe 
1. Zusammen mit Teilsequenzen aus Knorpelfischen, welche eine ähnliche Extension des           
C-Terminus tragen und einer als SerpinB6 klassifizierten Sequenz aus dem Elefantenhai 
(Callorhinchus milii) bildet CpSpnV1_2 eine Schwestergruppe zu Sequenzen von SerpinB8 
und SerpinB9 sowie Sequenzen für SerpinB6 aus Amphibien, Vögeln und Säugetieren mit 
denen sie einen letzten gemeinsamen Vorfahren haben. Der Maximum-Likelihood-
Stammbaum zeigt ebenso eine nahe Verwandtschaft zu SerpinB2- und SerpinB10-
Sequenzen, das mit den hohen Ähnlichkeiten der Serpine der Gruppe 1 und den Ergebnissen 
der bioinformatischen Analysen korreliert (Abschnitt 5.2.1). Bisherige Studien legen nahe, 
dass sich SerpinB8 und SerpinB9 mit der Linie der Säugetiere entwickelt haben, so dass 
CpSpnV1_2 und die übrigen Mitglieder dieser Untergruppe (Teilsequenz Leucoraja erinacea; 
Teilsequenz und vollständige Sequenz Callorhinchus milli) einen Vorfahren von SerpinB6-
Sequenzen aus Vögeln, Amphibien und Säugetieren darstellen (Kaiserman und Bird, 2005; 
Izuhara et al., 2008). Die SerpinB6-Sequenzen aus Knochenfischen sind vollständig von den 
SerpinB6-Sequenzen aus Amphibien, Vögeln und Säugetieren getrennt, die wiederum keine 
zusammengehörige Gruppe bilden. Die Trennung der SerpinB6-Sequenzen von Vögeln, 
Amphibien und Säugetieren stimmt mit der Entwicklung der Serpine B8 und B9 überein, die 
sich mit der Linie der Säugetiere wahrscheinlich aus SerpinB6-Sequenzen entwickelt haben. 
Die vollständige Trennung der SerpinB6-Sequenzen aus Knochenfischen deutet auf paraloge 
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Sequenzen hin. Das deckt sich mit den Analysen von Kumar (2010), dass die Gene in 
Knochenfischen in einem anderen Locus im Genom zu finden sind.  
Verschiedene Studien haben sich bereits mit der Evolution der Serpine der Gruppe 1 befasst. 
Während im Haushuhn die Gene in einer Gruppe auf dem Chromosom 2 vorliegen, teilen 
sich die Gene der Gruppe 1 im Menschen in zwei Gruppen auf zwei Chromosomen (6p25 
und 18q21) auf (Benarafa und Remold-O’Donnell, 2005). Im Genom des Zebrabärblings sind 
fünf SerpinB1-ähnliche-Sequenzen und eine Sequenz die SerpinB5 zugeordnet wurde 
vorhanden (Benarafa und Remold-O’Donnell, 2005). Gleichzeitig wurde in einer weiteren 
Studie postuliert, dass eine dieser Sequenzen eine Ähnlichkeit zu SerpinB6-Sequenzen 
aufweist, so dass schon Knochenfische mindestens drei differenzierte Mitglieder der Gruppe 
1 besitzen (Benarafa und Remold-O’Donnell, 2005 und Kaiserman und Bird, 2005). Den 
Studien von Benarafa und Remold-O’Donnell (2005), Izuhara et al. (2008) und Kaiserman und 
Bird (2005) zufolge, stellt entweder SerpinB1, SerpinB5 oder SerpinB6 das ursprüngliche Gen 
der Gruppe 1 dar, aus welchem sich durch Duplikationen und Mutationen die Serpine der 
Gruppe 1 entwickelt haben. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen die Präsenz von SerpinB1 und eines SerpinB6-ähnlichen 
Serpins in Knorpelfischen dar. Das Meerneunauge (Petromyzon marinus) hat ebenfalls 
mehrere Sequenzen für Serpine der Gruppe 1.  Eine Sequenz kann eindeutig SerpinB1 
zugeordnet werden (Zugangsnr.: ENSPMAT00000009987), wobei eine weitere Sequenz 
ebenfalls Ähnlichkeiten zu SerpinB1 besitzt (Zugangsnr.: ENSPMAP00000009952+ 
DW023073). Eine weitere Sequenz (Zugangsnr.: AEFG01029602+FD715897) zeigt im 
Vergleich mit abgelegten Proteinsequenzen in der GenBank®-Datenbank ähnliche 
Übereinstimmungen zu SerpinB1 (Equus caballus, Zugangsnr.: NP_001075416, e-Value 2e-
146) und zu SerpinB6 (Meleagris gallopavo, Zugangsnr.: XP_003204840). Dennoch bilden die 
drei Sequenzen im phylogenetischen Baum eine Gruppe innerhalb der Gruppe der SerpinB1-
Sequenzen ohne nahe Verwandtschaft zur Gruppe der SerpinB6-Sequenzen. Die Serpine der 
Gruppe 1 zeigen in Neunaugen Adaptionen und Differenzierungen, so dass die SerpinB6-
ähnliche-Sequenz als ein Vorfahre der SerpinB6-Sequenzen aus Kiefermäulern gewertet 
werden kann. Gestützt wird diese Annahme durch die aus Myxine glutinosa isolierten 
Teilsequenzen. Die Teilsequenzen sind zwar verschieden und besitzen wahrscheinlich 
verschiedene Proteasespezifitäten und Proteasespektren, weisen jedoch nur geringe 
Differenzierungen auf und deutet auf SerpinB1 als den gemeinsamen Vorfahren der Serpine 
der Gruppe 1 hin (Abschnitt 5.3). Der phylogenetische Stammbaum unterstützt die 
Ergebnisse der bioinformatischen Analyse, indem die drei Teilsequenzen in die Gruppe der 
SerpinB1-Sequenzen zusammen mit den Sequenzen aus Neunaugen eingeordnet werden 
(Abschnitt 5.4.1).  
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Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen ein hypothetisches Evolutionsmodell für die 
Serpine der Gruppe 1 aufgestellt werden (Abbildung 70). Der Schleimaal Myxine glutinosa 
besitzt mindestens drei SerpinB1-ähnliche Proteine. Den Ähnlichkeiten der Teilsequenzen 
zufolge gehen diese auf einen direkten Vorfahren zurück. Im Meerneunauge (Petromyzon 
marinus) befinden sich verschiedene SerpinB1-ähnliche Serpine, wobei das als SerpinB1 
klassifizierte Serpin die größten Übereinstimmungen zu anderen SerpinB1-Sequenzen 
besitzt. Eine weitere Sequenz ist im Meerneunauge differenziert und hat Ähnlichkeiten mit 
SerpinB6-Sequenzen. Welche Serpine aus Myxine glutinosa die Vorfahren von welchem 
Serpin in Neunaugen sind, ist wegen der hohen Sequenzähnlichkeiten und der zur Verfügung 
stehenden Teilsequenzen schwierig zu beurteilen. In Knorpelfischen ist die Differenzierung 
von SerpinB1 fortgeschritten und zusätzlich kann ein weiteres Serpin, ähnlich der SerpinB6-
Sequenzen, nachgewiesen werden, dessen Präsenz in anderen Vertebratengruppen nicht 
nachgewiesen ist. Die Präsenz von SerpinB6 in Knorpelfischen, vergleichbar mit SerpinB6 aus 
dem Meerneunauge, Amphibien oder höheren Vertebraten konnte bislang nachgewiesen 
werden. In Knochenfischen sind SerpinB1 und SerpinB6 weiter differenziert, obwohl die 
SerpinB6-Sequenzen Paraloge darstellen. Die Expansion der Serpine der Gruppe 1 schreitet 
mit der Entstehung eines SerpinB5-ähnlichen Serpins voran. Ob in Knorpelfischen ein 
SerpinB5-ähnliches Serpin, ähnlich dem Serpin des Zebrabärblings (Danio rerio, Zugangsnr.: 
NP_998042) existiert oder ein SerpinB6-ähnliches Serpin ohne C-terminale Extension, bedarf 
weiterer Analysen. Ob CpSpnV1_2 einen Vorfahren von SerpinB6-Sequenzen aus Amphibien 
und höheren Vertebraten darstellt kann nicht abschließend geklärt werden.  
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Abbildung 70: Hypothetisches Evolutionsmodell der Serpine der Gruppe 1 
Aus dem nordatlantischen Schleimaal (Myxine glutinosa) sind drei SerpinB1-ähnliche Teilsequenzen bekannt. 
Diese gehen ihren großen Ähnlichkeiten zufolge auf einen direkten gemeinsamen Vorfahren zurück. Im 
Meerneunauge (Petromyzon marinus) sind ebenfalls drei Sequenzen der Gruppe 1. Zwei Serpine sind SerpinB1-
ähnlich und eine Sequenz zeigt Differenzierungen und Ähnlichkeiten zu SerpinB6-Sequenzen. Wegen der hohen 
Übereinstimmungen kann nicht zugeordnet werden welches Serpin aus dem nordatlantischen Schleimaal der 
Vorfahre welchen Serpins des Meerneunauges darstellt. Im Knorpelfisch befinden sich eine weiter entwickelte 
SerpinB1-Sequenz und ein SerpinB6-ähnliches Serpin mit C-terminaler Extension. Dass in Knochenfischen 
(Danio rerio) eine SerpinB6-Sequenz ohne Extension und eine SerpinB5-ähnliche Sequenz nachgewiesen 
werden konnte, zeigt die Expansion der Gruppe 1. Ob in Knorpelfischen ein SerpinB6-ähnliches Serpin ohne                      
C-terminaler Extension existiert, kann nicht ausgeschlossen werden. Gleichzeitig kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass ein vergleichbares Serpin bereits in Knorpelfischen existiert. Mit einem Fragezeichen (?) sind 
unklare phylogenetische Beziehungen gekennzeichnet. Der graue Rahmen kennzeichnet Serpine deren Existenz 
in dieser Vertebratengruppe noch nicht bewiesen ist. 
 
 
6.4.2 Serpine der Gruppe 2 
Aus Chiloscyllium punctatum konnten in dieser Arbeit drei Mitglieder der Gruppe 2 isoliert 
werden. In phylogenetischen Analysen gruppieren sich CpAng, CpHCII und Cpα1AT deutlich 
zu ihrer jeweiligen Gruppe und integrieren sich in dieser (Abschnitt 5.4.2). CpHCII und CpAng 
besitzen bereits die jeweiligen serpin-charakteristischen Merkmale (Abschnitt 5.2.1). Cpα1AT 
hingegen hat eine veränderte Position P1 (Abschnitt 5.2.1). Neben den in Abschnitt 6.3.2 
diskutierten Punkten, kann die veränderte Position P1 als ein phylogenetischer Hinweis auf 
die Entwicklung und Verwandtschaft des Serpins gewertet werden. Im Bereich der reaktiven 
Positionen teilen Cpα1AT und α1-Antitrypsin-Sequenzen verschiedener Vertebratengruppen 
große Ähnlichkeiten mit ZPI-Sequenzen. Auffällig sind die P1-Positionen der α1-Antitrypsin-
Sequenzen aus Knorpelfischen, die denen der ZPI-Sequenzen aus Knochenfischen und 
Vögeln ähneln und auf einen gemeinsamen Vorfahren und eine nahe Verwandtschaft von 
α1-Antitrypsin-Sequenzen und ZPI-Sequenzen hinweisen. Die Präsenz einer ZPI-Sequenz im 
kleinen Rochen (Leucoraja erinacea, Zugangsnr.: AESE010175462+AESE010191066+ 
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AESE010078114) deutet auf einen gemeinsamen Vorfahren in einem früheren Organismus 
oder deren Entwicklung mit der Linie der Kiefermäuler hin. Einen Hinweis darauf könnte die 
Isolierung einer ZPI-Sequenz oder eine α1-Antitrypsin-Sequenz aus Knorpelfischen oder 
Rundmäulern geben.  
Rundmäuler bilden eine Gruppe von basalen Vertebraten und somit einen Vorfahren von 
Knorpelfischen. In Neunaugen wurden bislang mit Angiotensinogen und HCII zwei Mitglieder 
der Gruppe 2 nachgewiesen. HCII aus Neunaugen besitzt bereits die typischen Merkmale, 
wie Extension des N-Terminus mit negativ geladenen Bereichen, die übereinstimmende  
Glykosaminoglykanbindestelle in der α-Helix D und deren Umgebung sowie die 
inhibitorische Aktivität gegen Thrombin. Einzig Position P1‘ weicht mit Threonin, anstatt 
Serin ab (Abschnitt 5.2.1). Angiotensinogen hingegen hat sich im Laufe der 
Vertebratenentwicklung eindeutig verändert. Mit den Kiefermäulern hat Angiotensinogen 
die inhibitorische Aktivität verloren und fungiert über verschiedene Spaltprodukte seiner      
N-terminalen Angiotensin-Sequenz unter anderem als Blutdruckregulator (Wang und Ragg, 
2011). In Neunaugen dagegen ist Angiotensinogen ein potenter Inhibitor von Thrombin und 
besitzt gleichzeitig die charakteristische Angiotensin-I Sequenz im N-Terminus (Abschnitt 
5.2.1; Wang und Ragg, 2011; Watanabe et al., 2009). 
Mit Hilfe der isolierten Sequenzen aus Chiloscyllium punctatum wurde mittels 
Datenbankrecherchen eine Teilsequenz eines Serpins der Gruppe 2 aus dem japanischen 
Schleimaal (Eptatretus burgeri, SpnV2, Zugangsnr.: FY414022) aufgedeckt. Der Vergleich der 
Teilsequenz mit abgelegten Daten ergab die beste Übereinstimmung mit Angiotensinogen 
aus Neunaugen (Zugangsnr.: ADK56280, ADL63122, CAV16871; e-Value 2e-13 bis 9e-14), 
allerdings ohne Berücksichtigung der N-terminalen 120 Aminosäuren. Unter 
Berücksichtigung der 120 N-terminalen Aminosäuren ist der beste Treffer HCII aus 
verschiedenen Vertebraten (e-Values von 2e-8 bis 3e-9). Das paarweise Alignment gibt 
vergleichbare Sequenzübereinstimmungen und Sequenzähnlichkeiten mit HCII-Sequenzen 
(24,9 % und 46,0 %) und Angiotensinogen-Sequenzen (24,2 % und 46,0 %) an. Vergleichbar 
ist die unterschiedliche Positionierung der Teilsequenz in den phylogenetischen 
Stammbäumen. Dabei unterscheidet sich die Position nicht nur zwischen den verschiedenen 
Stammbaumkonstruktionen, sondern kann durch Hinzufügen oder Entfernen einer Sequenz 
verändert werden. Die Teilsequenz aus dem Schleimaal zeigt jedoch eine eindeutige 
Extension des N-Terminus ohne eine vergleichbare Angiotensin-Sequenz, aber mit der 
Präsenz von vier Asparaginsäure-Resten, was auf eine HCII-ähnliche Sequenz hindeutet. 
Klarheit kann die Isolierung der vollständigen Sequenz bringen. Auch die Angiotensinogen-
Sequenzen aus Neunaugen zeigen im Vergleich zu HCII-Sequenzen und Angiotensinogen-
Sequenzen anderer Vertebraten eine Extension des N-Terminus, in welchen negativ 
geladene Bereiche  ähnlich HCII vorkommen (EEG-EEKGD; Abbildung 71 A). N-terminal der 
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Angiotensin-Sequenz liegt ein weiterer Bereich mit negativ geladenen Aminosäuren 
(EDYDD). Die Positionen der Glykosaminoglykanbindestelle sind in Angiotensinogen-
Sequenzen aus Neunaugen übereinstimmend mit basischen Aminosäuren wie in HCII-
Sequenzen besetzt (Abschnitt 8.7.7). Neben diesen Sequenzübereinstimmungen teilt 
Angiotensinogen aus dem Flussneunauge (Lampetra fluviatilis) funktionelle Eigenschaften, 
wie die inhibitorische Aktivität gegen Thrombin und dessen Steigerung in Anwesenheit von 
Glykosaminoglykanen mit HCII (Wang und Ragg, 2011; Baglin, 2002). Gleiches gilt für die RSL-
Sequenzen von HCII und Angiotensinogen aus Neunaugen, die Ähnlichkeiten in der Hinge-
Region und den Positionen P8 sowie P5 bis P1‘ aufweisen (Abbildung 71 B). Die RSL-Sequenz 
von SpnV2 aus dem japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri) kann wegen fehlender 
Daten nicht in die Analyse miteinbezogen werden. Die Präsenz der charakteristischen 
Merkmale, die die HCII-Sequenzen und Angiotensinogen-Sequenzen aus Neunaugen teilen, 
impliziert eine nahe Verwandtschaft mit einem früheren Ursprung. Vor allem die bivalente 
Zuordnung der Teilsequenz des japanischen Schleimaals (Eptatretus burgeri) belegt die nahe 
phylogenetische Beziehung der beiden Serpine. Beide Serpine gehen aus einem 
gemeinsamen thrombininhibierenden Vorfahren hervor, der ebenfalls eine 
Glykosaminoglykanbindestelle besitzt. Zur Klärung der phylogenetischen Entwicklung der 
Gruppe 2 müssen zusätzliche vollständige Sequenzen diese Gruppe aus Schleimaalen isoliert 
werden. Dabei kann die Vervollständigung der Sequenz des japanischen Schleimaals 
(Eptatretus burgeri) sowie die Suche nach weiteren Mitgliedern der Gruppe 2 hilfreich sein 
und Hinweise auf deren Vorfahren geben. 
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A    
C_miliiAng (BAH10145)         -N-KTFLPPLAEFLKLQARMVPDSGSSD--------------DEDQAHPKTKQIWL  82 
C_punctatumAng                -N-NSFLLDLSGVDVTS----------------------------PV-NGSEQRWE  68 
T_scylliumAng (BAH10143)      -N-NSFLPEQS----------------------------------PV-NMSEE-WW  61 
L_erinaceaAng (BAH10146)      -N-DTTLPGVVEVNAN-----------------------------QV-NSSKGAWW  67 
D_rerioAng (NP_932329)        LE-TVHPLPPLPGSTDP----------D--------------PRTA----------  67 
H_sapiensAng (AAA51679)       KD-PTFIPAPIQAKTSP----------V--------------DEKAL--------Q  76 
X_tropicalisAng (XP_002931552)IE-ALFTPVSIEVNISP----------E--------------EETL----------  67 
G_gallusAng (XP_419584)       GK-KTFVPASIESQTTP----------A--------------YEEDV--------K  69 
E_burgeriSpnV2 (FY414022)     DDDDLV-PVSY------------------------------KVVELP--------D 105 
L_fuviatilisAng (CAV16871)    SNEAWDYPEPLAPGQSPAASS-EEGSSE-------------EKGDER--------E  84 
P_marinusAng (ADK22836)       SNETWDYPEPLAPGQSPAASS-EEGSSE-------------EKGDER--------E  85 
P_marinusHCII (AEFG01016022)  DD---DYPD--EIDDINEDGSTG-VTVDAEKVGLLHFTLSFSTEIKNLV------D 121 
L_fluviatilisHCII             DE---DYPD--EIDDINEDGSTG-VTVNAEK----------------LV------D 105 
C_miliiHCII (AFM90206)        DHDDDDYID--EIDEIEDEL-EF-DP------------------VAERA------D 101 
L_erinaceaHCII (DR713376)     D--DDDYID--EIDEIEEPW--S-DA------------------QLEPL------D 109 
C_punctatumHCII               ---DDDYID--AIDEIDVPE--I-VT------------------DFEPS------D 108 
D_rerioHCII (NP_878300)       G--EDDYSEGDHIDEISTPAPDL-DL------------------FYEPS------D 113 
P_olivaceusHCII (ACC86113)    G--SDDYIEGDEIDDIATPAPDI-DI------------------FAEPS------D 112 
X_laevisHCII (AAH49293)       D---EDYID--IIDAAPE--------------------------I-K--------N  92 
G_gallusHCII (AAC16324)       D----DYSD--IIDAAP----------------------------HI--------V  79 
H_sapiensHCII (CAG30459)      D---DDYID--IVDSLSV--------------------------SPT--------D 105 
H_sapiensHsp47 (NP_001193943) -----------------------------------EAALAAEVKKPA--------A  26 
 
B 
C_miliiAng (BAH10145)         ELTEDWEEPVAQGNVQFNN---ATEIKINRPFLFHVYDDVSNTLLFVGRVKNLTEY 458 
C_punctatumAng                EVMEDGEKPTPSGHIPFSNTTITMEIRIDKPFFFQVYSRTLNNLLFLGRIKKLH-- 447 
T_scylliumAng (BAH10143)      EVLEDEEKPTS-ADVPFSNTTFTTEIRIDKPFFFQVYDKILSQLLFLGRVKKLH-- 439 
L_erinaceaAng (BAH10146)      EVMEDEREQVIAEDLSV--TNTTTEIRINKPFFFRVYDGTLEMLLFLGRVKKLPLK 454 
D_rerioAng (NP_932329)        EMTEGGSEVQNR----TDDGRAPHKVTFNRPFFFAVVEGNSNAILMLGKIINPTA- 454 
H_sapiensAng (AAA51679)       ELEADERE-PTES-TQQLNKPEVLEVTLNRPFLFAVYDQSATALHFLGRVANPLST 475 
X_tropicalisAng (XP_002931552)ELKESGED-ANKA-PXNKKDQEPLEIKFQKPFLFVVFEGKTKALLFIGRVKSPLNI 460 
G_gallusAng (XP_419584)       KLSSDATHQPEDA-TAQEEDSVPQEVMLNKPFLLAVFEAKSRAMLFLGRVTNPLQE 463 
L_fuviatilisAng (CAV16871)    HVNEEGTEAKAETVVGIMPISMPPTVTVDRPFVVLIYDEKTRAVIFMGRVADPKQ- 478 
P_marinusAng (ADK22836)       HVNEEGTEAKAETVVGIMPISMPPTVTVDRPFVVLIYDEKTRAVIFMGRVADPKQ- 479 
P_marinusHCII (AEFG01016022)  KIDEEGSEAAAVTTVGFTPLTSHNRFVADRPFVFIVYEHHTMSVLFLGQVSNPAKN 517 
L_fluviatilisHCII             KIDEEGSEAAAVTTVGFTPLTSHNRFVADRPFVFIVYEHHTMSVLFLGQVSNPAKN 501 
C_miliiHCII (AFM90206)        TVNEEGTTAASLTKASFMPLSIQNDFVVNRPFLFLIYEHRTECLLFMGRVMNPESS 496 
C_punctatumHCII               KVNEEGTTAASVTTVGFMPLSMQNEFSVNRPFLFLIYEHRTECLLYMGRVTNPLND 503 
D_rerioHCII (NP_878300)       TVNEEGTEAAAMTHIGFMPLSTQTRFIVDRPFLFLIYEHRTGCVVFMGRVVDPSQT 507 
P_olivaceusHCII (ACC86113)    TVNEEGTEAAALTQVGFMPLSSQIRFTVDHPFLFLIYEHRTDCLVFMGRVVNPSLS 505 
X_laevisHCII (AAH49293)       TVNEEGTEAAAVTVVGFMPLSTQARFVADRPFLFLIYEHRTNCLVFMGRVANPTKS 484 
G_gallusHCII (AAC16324)       TVNEEGTEAGAITNVGFMPLSTQIRFIVDRPFLFLIYEHRTNCLLFMGRVVNPAKP 473 
H_sapiensHCII (CAG30459)      TVNEEGTQATTVTTVGFMPLSTQVRFTVDRPFLFLIYEHRTSCLLFMGRVANPSRS 499 
H_sapiensHsp47 (NP_001193943) ELDTDGNPFD-QDIYGREELRSPKLFYADHPFIFLVRDTQSGSLLFIGRLVRPKGD 412 
                                                                                                      │                      ││         
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Abbildung 71: Vergleich von Angiotensinogen-Sequenzen und Heparin Kofaktor II-Sequenzen 
(A) Das Alignment zeigt im Vergleich die Bereiche negativ geladener Aminosäuren der HCII-Sequenzen (blau-
weiß invertiert). Die Sequenz des japanischen Schleimaals (Eptatretus burgeri) besitzt ein ähnliches 
Sequenzmotiv. Die Angiotensinogen-Sequenzen aus Neunaugen haben eine HCII-ähnliche Extension mit negativ 
geladenen Aminosäuren (rot), die Angiotensinogen-Sequenzen von Kiefermäulern fehlen. (B) Alignment der 
RSL-Sequenzen von Angiotensinogen und HCII verschiedener Vertebratengruppen. Für HCII-Sequenzen 
übereinstimmende Positionen sind schwarz invertiert hervorgehoben.  
 
 
Der paarweise Vergleich von HCII-Sequenzen und Angiotensinogen-Sequenzen aus 
Neunaugen und ZPI-Sequenzen, HCII-Sequenzen und α1-Antitrypsin-Sequenzen aus 
Knorpelfischen und Knochenfischen zeigt ähnliche Sequenzübereinstimmungen und 
Sequenzähnlichkeiten der Serpine untereinander. Zum einen teilen die RSL-Sequenzen von 
ZPI und α1-Antitrypsin Ähnlichkeiten und zum anderen weist ZPI mit seiner 
Glykosaminoglykanbindestelle und den Ähnlichkeiten der Positionen P5 bis P1‘ Ähnlichkeiten 
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mit Angiotensinogen-Sequenzen aus Neunaugen und HCII-Sequenzen verschiedener 
Vertebratengruppen auf.  
Aus den Ähnlichkeiten und Unterschieden der HCII-Sequenzen, Angiotensinogen-Sequenzen, 
ZPI-Sequenzen und α1-Antitrypsin-Sequenzen der Neunaugen, Knorpelfische und 
Knochenfische kann ein hypothetisches Evolutionsmodell abgeleitet werden (Abbildung 72). 
Die Präsenz von HCII, Angiotensinogen, α1-Antitrypsin und ZPI in Knorpelfischen beweist, 
dass sich ZPI möglicherweise mit der Linie der Kiefermäuler entwickelt hat. Dabei bleibt zu 
klären, ob ZPI aus HCII oder Angiotensinogen hervorgegangen ist. Für diese Theorie spricht, 
dass ZPI bisher nicht aus Neunaugen oder Schleimaalen isoliert werden konnte und im 
Genom keine ZPI-ähnliche Sequenz zu finden ist. Auf Grund der Sequenzähnlichkeiten von 
Angiotensinogen aus Neunaugen, HCII und ZPI kann auf eine nahe Verwandtschaft der 
Serpine geschlossen werden. Des Weiteren haben Angiotensinogen und HCII mehr 
Gemeinsamkeiten als ZPI mit einem der beiden Proteine. Angiotensinogen aus Neunaugen 
und HCII sind effiziente Inhibitoren von Thrombin, deren Aktivität sich in Anwesenheit von 
Glykosaminoglykanen steigern lässt. Auch die Reaktion von ZPI mit seiner Zielprotease wird 
durch Glykosaminoglykane gesteigert, wobei ZPI jedoch Faktor Xa und Faktor XIa als 
Zielproteasen hat. Zusätzlich besitzt ZPI eine Bindestelle für Protein Z, die Angiotensinogen 
und HCII fehlen. Die Gemeinsamkeiten von Angiotensinogen und HCII in Neunaugen deutet 
einen unmittelbaren gemeinsamen Vorfahren an. Die Ähnlichkeiten die ZPI mit den beiden 
Sequenzen teilt und die fehlende Präsenz in Neunaugen weist darauf hin, dass sich ZPI aus 
einer der beiden Sequenzen entwickelt hat. Die Ähnlichkeiten von ZPI und α1-Antitrypsin aus 
Chiloscyllium punctatum weisen wiederrum darauf hin, dass diese beiden einen direkten 
Vorfahren teilen. Die Ähnlichkeiten der übrigen Mitglieder der Gruppe 2 zu α1-Antitrypsin, 
weisen darauf hin, dass sie sich über Genduplikation aus α1-Antitrypsin entwickelt haben  
(α1-Antitrypsin-ähnliche Sequenzen). Dennoch kann nicht mit Bestimmtheit gesagt werden, 
dass ZPI in Neunaugen nicht präsent ist, da es lediglich nicht nachgewiesen wurde. Mit den 
Gemeinsamkeiten von Angiotensinogen-Sequenzen und HCII-Sequenzen können die 
unterschiedlichen Positionen der Angiotensinogen-Sequenzen der Neunaugen und der 
Teilsequenz aus dem japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri) begründet werden.  
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Abbildung 72: Hypothetische Darstellung der Entwicklung der Serpine der Gruppe 2 
(A) Die Serpine HCII und Angiotensinogen gehen auf einen gemeinsamen thrombininhibierenden und über 
Glykosaminoglykane steigerbaren Vorfahren zurück. Vermutlich haben sich beide Serpine mit der Linie der 
Vertebraten entwickelt. Aus einem dieser Serpine ist mit den Knorpelfischen ZPI entstanden, welches selbst 
den Vorfahren von α1-Antitrypsin darstellt. Aus α1-Antitrypsin sind im Laufe der Evolution α1-Antitrypsin-
ähnliche Serpine entstanden. Da die Existenz von ZPI oder einer ZPI-ähnlichen Sequenz in Neunaugen nicht 
abschließend geklärt ist, ist auch dies im Modell berücksichtigt (grauer Rahmen). Die mit einem Fragezeichen 
(?) gekennzeichneten Verbindungen sind unklare phylogenetische Beziehungen.  
 
 
6.4.3 Serpine der Gruppe 3 
Mit CpNS und CpPN-1 wurden zwei Serpine der Gruppe 3 isoliert, welche in 
phylogenetischen Analysen eindeutig den Gruppen der einzelnen Mitglieder zugeordnet 
werden (Abschnitt 5.4.3). Beide Serpine enthalten die jeweiligen serpintypischen Merkmale 
für die Einbindung in die jeweiligen Gruppen und bilden eine Schwestergruppe mit 
Sequenzen aus Säugetieren und Amphibien (Abschnitt 5.2.1). Die Teilsequenzen aus den 
beiden Schleimaalen (Myxine glutinosa, Eptatretus burgeri) bilden zusammen mit der 
Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) eine Schwestergruppe innerhalb der 
Gruppe der SerpinE3-Sequenzen. Somit teilen sich diese Sequenzen einen unmittelbaren 
gemeinsamen Vorfahren. Diese Ergebnisse decken sich nicht mit denen der 
Datenbankanalysen. Dabei wurden sowohl für die Teilsequenzen aus dem nordatlantischen 
und japanischen Schleimaal (Myxine glutinosa, Eptatretus burgeri) als auch für die 
vollständige Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) ausschließlich 
Übereinstimmungen mit PN-1-Sequenzen ausgegeben. Diese Ergebnisse werden durch den 
paarweisen Vergleich der Sequenzen mit PN-1-Sequenzen und SerpinE3-Sequenzen 
verschiedener Vertebratengruppen unterstützt, indem die drei Sequenzen die höchsten 
Sequenzähnlichkeiten und Sequenzübereinstimmungen mit PN-1-Sequenzen zeigen. 
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Allerdings sind die prozentualen Unterschiede zu den SerpinE3-Sequenzen gering. Der 
Sequenz aus dem Meerneunauge fehlen die LRP-Bindestelle und die 
Glykosaminoglykanbindestelle, die die Positionierung innerhalb des Stammbaumes 
unterstützen.  
Wie in einer Studie von Kumar und Ragg (2008) beschrieben wurde, sind Mitglieder dieser 
Gruppe schon außerhalb der Vertebraten in Lanzettfischchen (Branchiostoma floridae, 
Zugangsnr.: CAI64376) und dem Seeigel (Strongylocentrotus purpuratus, Zugangsnr.: 
XP_001186705) nachweisbar, worauf Idels sowie Syntenie hindeuten. Zusätzlich wurde die 
Vermutung geäußert, dass in der Seeanemone (Nematostella vectensis, Zugangsnr.: 
XP_001627732) das Serpin Spn-1 ebenfalls ein Neuroserpinortholog darstellt. In der 
GenBank®-Datenbank ist außerdem ein Serpin aus der südlichen Hausmücke (Culex 
quinquefasciatus, Zugangsnr.: EDS43746) abgelegt, die als PN-1 klassifiziert ist. 
Datenbankanalysen zeigen neben einer Reihe anderer Serpine auch eine Übereinstimmung 
mit PN-1, allerdings fehlen diesem Serpin die PN-1-typischen Merkmale. Neben dem Fehlen 
der Glykosaminoglykanbindestelle und der Low Density Lipid Receptor-related Protein-
Bindestelle, sind die Positionen P1 und P1‘ statt mit Arginin und Serin mit Threonin und 
Isoleucin besetzt, die als Zielproteasen für Papain-ähnlich-Proteasen dienen. In 
phylogenetischen Analysen mit PN-1-Sequenzen aus Vertebraten bildet das Serpin aus der 
südlichen Hausmücke (Culex quinquefasciatus) eine Außengruppe zu den Serpinen der Klasse 
E (nicht gezeigt). Ob dieses Serpin tatsächlich einen Vorfahren der Vertebratenserpine der 
Gruppe 3 darstellt, müssen weitergehende Analysen wie Syntenieanalysen klären.  
 
 
6.4.4 Serpine der Gruppe 4 
Die Gruppe 4 setzt sich aus drei Mitgliedern zusammen, PEDF (SerpinF1), α2-Antiplasmin 
(SerpinF2) und C1-Inhibitor (SerpinG1), die im Stammbaum je eine eigene Gruppe bilden. 
Aus Chiloscyllium punctatum wurde α2-Antiplasmin isoliert. Die anderen beiden Mitglieder 
können durch eine vollständige PEDF-Sequenz aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii, 
Zugangsnr.: AFM90033) und einer Teilsequenz für den C1-Inhibitor aus dem kleinen Rochen 
(Leucoraja erinacea, Zugangsnr.: CV067694) nachgewiesen werden. Sie werden in die 
Gruppen der Mitglieder integriert, welches die Differenzierung der Serpine aus 
Knorpelfischen mit ihren serpintypischen Merkmalen verdeutlicht. In der Gruppe der PEDF-
Sequenzen und der α2-Antiplasmin-Sequenzen teilen die Sequenzen aus Knorpelfischen 
mehr Ähnlichkeiten mit Sequenzen aus Amphibien und höheren Vertebraten, als die 
Sequenzen aus Knochenfischen. Dies weist darauf hin, dass die Sequenzen der Gruppe 4 aus 
Knochenfischen keine orthologen Sequenzen von höheren Vertebraten darstellen. Ähnlich 
SerpinB6 sind wahrscheinlich über Genduplikationen oder Chromosomenduplikation weitere 
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Kopien entstanden und das ursprüngliche Ortholog ist verloren gegangen. Dies korreliert mit 
den Syntenieanalysen von Kumar (2010). Dort wird beschrieben, dass die drei Gene in 
Säugetieren, Vögeln und für PEDF sowie α2-Antiplasmin auch in Amphibien von den gleichen 
Genen flankiert sind. Eine solche Anordnung ist im Genom von Knochenfischen häufig nicht 
zu finden, das die Sequenzen aus den meisten Knochenfischen als paraloge Gene bestätigt.  
In Flussneunaugen (Lampetra fluviatilis) und Meerneunaugen (Petromyzon marinus) 
konnten jeweils zwei Serpine der Gruppe 4 mit einer Hinge-Region identifiziert werden. Dem 
Stammbaum zufolge sind die SpnV4_1-Sequenzen und SpnV4_2-Sequenzen aus Neunaugen 
ähnlicher den PEDF-Sequenzen als den α2-Antiplasmin-Sequenzen oder den C1-Inhibitor-
Sequenzen. Gleichzeitig zeigt er, dass neben diesen Sequenzen im japanischen Schleimaal 
(Eptatretus burgeri) und im Meerneunauge (Petromyzon marinus) je eine Sequenz existiert, 
die weitere Merkmale wie zum Beispiel die Kollagenbindestelle oder die fehlende 
inhibitorische Aktivität mit PEDF teilen, so dass sie in diese Gruppe integriert werden 
(Abschnitte 5.4.4 und 8.9.3; Yasui et al., 2003). Die Analysen zeigen, dass Serpine der Gruppe 
4 in allen Vertebraten präsent sind. Die Hinge-Region und die Extension des C-Terminus sind 
Ähnlichkeiten, die die Serpine mit α2-Antiplasmin teilen. Eine inhibitorische Aktivität der 
beiden Serpine aus dem Flussneunauge (Lampetra fluviatilis) gegen das humane Plasmin 
konnte bislang nicht nachgewiesen werden (Wang, unveröffentlichte Daten). Dennoch 
konnten inhibitorische Aktivitäten von SpnV4_1 gegen Faktor Xa und SpnV4_2 gegen 
Chymotrypsin nachgewiesen werden (Wang, unveröffentlichte Daten). Beide zeigen 
ebenfalls eine geringe Inhibierungsrate von Trypsin. Humanes α2-Antiplasmin kann ebenfalls 
diese drei Proteasen inhibieren und auch für α2-Antiplasmin aus Chiloscyllium punctatum 
konnte eine inhibitorische Aktivität gegen Trypsin und Faktor Xa nachgewiesen werden 
(Abschnitt 5.2.3). Diese zusätzlichen Gemeinsamkeiten mit α2-Antiplasmin aus Kiefermäulern 
zusammen mit der Position im phylogenetischen Stammbaum deuten auf SpnV4_1 oder 
SpnV4_2 als unmittelbare Vorfahren von α2-Antiplasmin aus Kiefermäulern hin. Da C1-
Inhibitor Chymotrypsin hemmt, was α2-Antiplasmin außer aus Säugetieren vermutlich nicht 
hemmt, liegt die Vermutung nahe, dass SpnV4_1 den unmittelbaren Vorfahren von               
α2-Antiplasmin und SpnV4_2 den unmittelbaren Vorfahren des C1-Inhibitors aus 
Kiefermäulern darstellt. SpnV4_1 und SpnV4_2 teilen vermutlich einen gemeinsamen 
Vorfahren, welcher vermutlich einen gemeinsamen Vorfahren mit der F1-ähnlichen-Sequenz 
teilt. Die genauen Verwandtschaftsbeziehungen zwischen SpnV4_1, SpnV4_2 und dem F1-
ähnlichen kann mit den zur Verfügung stehenden Daten nicht eindeutig geklärt werden. Die 
Sequenzen aus japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri) decken lediglich die                       
N-terminalen Bereiche der Serpine ab. Dabei sind gerade die Hinge-Region, die auf eine 
inhibitorische Aktivität des Proteins hindeutet, der RSL mit den reaktiven Positionen sowie 
die Beschaffenheit des C-Terminus aussagekräftig. Des Weiteren können 
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Datenbankrecherchen und phylogenetische Analysen mit vollständigen Sequenzen 
fundiertere Aussagen geben. Die Suche nach weiteren Serpinen in anderen Organismen kann 
neue Hinweise auf den Ursprung der Gruppe 4 geben. 
 
 
6.4.5 Serpine der Gruppe 5 
Das einzige Mitglied der Gruppe 5 ist ATIII. Die phylogenetischen Analysen für ATIII, unter 
Verwendung der isolierten Sequenz von CpATIII und den ESTs aus dem kleinen Rochen 
(Leucoraja erinacea) und dem Dornhai (Squalus acanthias), zeigt die eindeutige 
Zugehörigkeit von CpATIII zu dieser Gruppe (Abschnitt 5.4.5). Auch die bioinformatischen 
Analysen bestätigen CpATIII eindeutig als ATIII, indem bereits alle ATIII-charakteristischen 
Merkmale vorhanden sind (Abschnitt 5.2.1; Glykosaminoglykanbindestelle, konservierte 
reaktive Positionen des RSL, konservierte Exon-Intron-Struktur (Wang, nicht veröffentlichte 
Daten), konservierte Cystein-Reste und konservierte N-Glykosylierungsstellen). Dennoch  
konnte keine ATIII-ähnliche Sequenz in Neunaugen oder Schleimaalen identifiziert werden. 
Auch erneute Datenbankrecherchen mit der Sequenz von CpATIII deckten keine ATIII-
ähnlichen Sequenzen aus Neunaugen oder Schleimaalen auf, was jedoch angesichts der stark 
konservierten Primärstruktur von ATIII-Sequenzen in Kiefermäulern ungewöhnlich ist. ATIII 
kann sich mit der Linie der Kiefermäuler entwickelt haben. Ein hoher Selektionsdruck kann 
dazu geführt haben, dass ATIII sich schnell verändert hat, um sich an eine bestimmte 
Eigenschaft anzupassen, die mit der Linie der Kiefermäuler entstanden ist. Dafür spricht, 
dass die funktionellen Positionen von Knorpelfischen bis Säugetieren stark konserviert sind.  
In einer Studie von Chao et al. (2012) wird eine Serpin-Sequenz aus Branchiostoma belcheri 
tsingtauense beschrieben, welches ATIII ähnelt und zudem einen potenten und in 
Anwesenheit von  Heparin, steigerbaren Inhibitor gegen Thrombin darstellt. Neben dieser 
Eigenschaft und den konservierten Positionen P2 bis P1‘ des RSL, zeigt das Serpin aus 
Branchiostoma belcheri tsingtauense im Vergleich mit Sequenzen der Proteindatenbank 
(GenBank®) Ähnlichkeiten zu ATIII (e-Value 2e-76) jedoch auch zu Serpinen der Gruppe 1     
(e-Value 3e-86). In phylogenetischen Analysen bildet die Sequenz aus Branchiostoma 
belcheri tsingtauense allerdings ausnahmslos eine Gruppe mit ATIII-Sequenzen. Weitere 
Gemeinsamkeiten mit ATIII aus Vertebraten, wie die konservierte 
Glykosaminoglykanbindestelle, die N-Glykosylierungsstellen oder die Cystein-Reste fehlen. 
Die tatsächliche Existenz von einer ATIII-ähnlichen Sequenz in Branchiostoma belcheri 
tsingtauense unterstützt die Annahme, dass ein solches Serpin auch in Rundmäulern 
existieren müsste. Dennoch muss die Sequenz aus Branchiostoma belcheri tsingtauense 
weiteren Analysen unterzogen werden. 
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6.4.6 Serpine der Gruppe 6 
Die isolierte Hsp47-Sequenz aus Chiloscyllium punctatum hat bis auf eine PolyAlanin-
Sequenz im N-Terminus alle Merkmale von Hsp47 und wird im phylogenetischen 
Stammbaum integriert. Der Stammbaum weist darauf hin, dass die Sequenz aus 
Chiloscyllium punctatum eine orthologe Sequenz zu Amphibien und höheren Vertebraten 
darstellt, da sich diese nicht in der Gruppe der paralogen Sequenzen aus Knochenfischen 
befindet (Kumar, 2010). 
Die Hsp47-Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) bildet im Stammbaum 
einen separierten Ast, welcher die Unterschiede zu den Sequenzen der Kiefermäuler 
darstellt. Aus Schleimaalen konnte bisher keine Sequenz für Hsp47 identifiziert werden. Die 
Isolierung einer Hsp47-Sequenz oder einer Hsp47-ähnlichen Sequenz würde weitere 
Einblicke in die Entwicklung von Hsp47 in Vertebraten geben.  
 
 
6.5 Ausblick 
Mit der Isolierung von Serpinen aus dem basalen Kiefermäuler Chiloscyllium punctatum und 
dem basalen Vertebrat Myxine glutinosa konnte ein erweiterter Einblick in die 
phylogenetische Entwicklung und Beziehung der sechs Gruppen der Vertebratenserpine 
geschaffen werden. Die isolierten Serpine aus Myxine glutinosa sowie die identifizierten 
Teilsequenzen des japanischen Schleimaals (Eptatretus burgeri) zeigen bereits erste 
Differenzierungen. Dennoch zeigen Serpine einer Gruppe untereinander hohe 
Übereinstimmungen und können nicht eindeutig zugeordnet werden. Serpine aus 
Neunaugen haben häufig weiter Differenzierungen durchlaufen, aber erst mit der Linie der 
Kiefermäuler haben sich viele der charakteristischen Merkmale der Serpine entwickelt, da 
die meisten isolierten Sequenzen aus Chiloscyllium punctatum bereits die charakteristischen 
Merkmale, die die Funktionalität des jeweiligen Serpins beeinflussen, trägt. Die Expansion 
und die individuelle Anpassung der Serpine haben demnach mit der Entwicklung der 
Vertebraten begonnen und vermutlich über Selektionsdruck mit der Entstehung der 
Kiefermäuler deutlich zugenommen. Um diese Aspekte näher zu beleuchten, können 
Analysen ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit durchgeführt werden. Ein 
interessanter Aspekt ist innerhalb der Gruppe 1 zu klären. Im Schleimaal sowie in 
Knorpelfischen konnte ein Serpin dieser Gruppe nachgewiesen werden, welches eine             
C-terminale Extension trägt und dabei SerpinB6-Sequenzen ähnelt, wobei im Elefantenhai 
(Callorhinchus milii) eine weitere Sequenz für ein SerpinB6-ähnliches Protein (ohne 
Extension) abgelegt ist. Um die Fragen zu klären wozu die Extension dient, welches Serpin 
aus Knorpelfischen einen Vorfahren von SerpinB6 aus Säugetieren, Amphibien und Vögeln 
darstellt, könnten Analysen von CpSpnV1_2 sowie den vollständigen Sequenzen aus dem 
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kleinen Rochen (Leucoraja erinacea), dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) und dem 
Schleimaal (Myxine glutinosa) durchgeführt werden. Komplexierungsstudien mit möglichen 
Zielproteasen im Vergleich zu Deletionsmutanten (ohne Extension, Deletion von Teilen der 
Extension oder Mutation einzelner Aminosäuren) können dabei Aufschluss über die Funktion 
der Extension geben. Nähere Untersuchungen dieser Serpine und des SerpinB6-ähnlichen 
Proteins aus dem Elefantenhai (Callorhinchus milii) können einen Einblick in die 
phylogenetischen Beziehungen dieser Serpine zu den Serpinen der Gruppe 1 aus 
verschiedenen Vertebratengruppen geben.   
Durch die Isolierung der Serpine aus Chiloscyllium punctatum und Myxine glutinosa konnten 
in Datenbanken weitere Serpinteilsequenzen gefunden werden und in die phylogenetischen 
Untersuchungen einbezogen werden. Dennoch bleiben viele Fragen bezüglich der 
phylogenetischen Entwicklung der Serpingruppen in Vertebraten offen. Zur Klärung muss 
eine weiterführende Analyse von Serpinen aus Knorpelfischen und Schleimaalen erfolgen. 
Ein Anfang stellt die Vervollständigung der Teilsequenzen aus den Schleimaalen (Myxine 
glutinosa, Eptatretus burgeri) dar. Ein Screening nach Serpinen in Schleimaalen, die Analyse 
der Sequenzen nach charakteristischen Sequenzmotiven und deren phylogenetischen 
Beziehungen zu Serpinen in Neunaugen oder Kiefermäulern, Studien zu deren Zielproteasen 
und deren Proteasespektren sowie die Untersuchung der Syntenie könnten weitere 
Antworten liefern. Für das Screening würden sich individuelle degenerierte Primer eignen, 
die auf Grundlagen von Sequenzen aus Neunaugen und Knorpelfischen erstellt und in 
Kombination mit den Serpin-Suchprimern eingesetzt werden können. Des Weiteren können 
ähnliche Serpinsequenzen aus Schädellosen oder Manteltieren für die Erstellung von 
individuellen degenerierten Primern herangezogen werden, wie zum Beispiel für den 
Nachweis von ATIII in Rundmäulern. Bislang wurden Versuche mit degenerierten Primern 
unternommen, die auf Basis von ATIII-Sequenzen aus Kiefermäulern erstellt wurden. Die 
Verwendung von individuellen degenerierten Primern auf Basis der ATIII-ähnlichen Sequenz 
aus Branchiostoma belcheri tsingtauense könnte zur Isolierung von ATIII aus Rundmäulern 
beitragen. Zur Isolierung von Serpin-Sequenzen aus Knorpelfischen können individuelle 
degenerierte Primer auf Basis von Sequenzen aus Knochenfischen, Amphibien, Reptilien und 
bekannte Sequenzen aus Knorpelfischen, analog zu dieser Arbeit, genutzt werden.  
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8 Anhang  
 
 
8.1 Chemikalien, Reagenzien, Geräte und Materialien 
8.1.1 Chemikalien und Reagenzien 
Tabelle 43: Chemikalien und Reagenzien 
Chemikalien und Reagenzien Hersteller/Lieferant (Bestellnummer) 
1 kb Ladder Fermentas (SM0311) 
100 bp Ladder Fermentas (SM0541) 
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS) AppliChem/Hartenstein (CM30) 
Acrylamid/ Bis-Acrylamid 29:1, 40% Lösung Sigma Aldrich (A7802) 
Agar Sigma Aldrich (A7002-500g) 
Agarose basic AppliChem/Hartenstein (CA48) 
Agarose High Quality Sigma Aldrich (A6877-250g) 
Ammoniumpersulfat Sigma Aldrich (A9164) 
Ammonium-Thiocyanat Roth (4477) 
Ampicillin Roth (K029.2) 
β-Mercaptoethanol Roth (4227) 
Bovine Serum Albumin (BSA) PAA (K51-001) 
Bromphenolblau Serva (15375) 
Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) Roth (X984) 
Chlorwasserstoff (HCl, rauchend) Chemikalienlager Universität Bielefeld 
Coomassie PhastGelTM BlueR GE Healthcare (17-0518-01) 
Diethyldicarbonat (DEPC) Roth (K028) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fisher Scientific (D/4121/PB15) 
Di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) Chemikalienlager Universität Bielefeld 
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) VWR (444425M) 
DMEM High Glucose with Natrium Pyruvate, with Glutamine PAA (E15-843) 
dNTPs Fermentas (R0181) 
ECL Detection Solution Intron Biotechnology (16021) 
Essigsäure technisch Chemikalienlager Universität Bielefeld 
Ethanol analytisch VWR (20821.296) 
Ethanol technisch Chemikalienlager Universität Bielefeld 
Ethidiumbromid Stammlösung 1% Roth (2218.2) 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth (8043.2) 
Faltenfilter Chemikalienlager Universität Bielefeld 
Fetal Bovine Serum (FBS) PAA (A15-105) 
Filmentwickler Kodak/Hartenstein (GBXE) 
Filmfixierer Kodak/Hartenstein (GBXF) 
Formaldehyd (37 %) Roth (7398) 
Formamid Merck (344206) 
Glukose Roth (7509) 
Glycerin (87 %) Roth (4043.1) 
Glycin Roth (3908.2) 
Guanidinium-Thiocyanat Roth (2628)  
Hefeextrakt DIFCO (0127-17-9) 
High molecular weight-SDS (HMW-SDS-Marker) GE Healthcare (17-0615-01) 
IGEPAL® Nonidet® P-40 Fluka (56741-50ML-F) 
Isopropanol analytisch VWR (20842.312) 
Isopropanol technisch Chemikalienlager Universität Bielefeld 
Kaliumchlorid (KCl) VWR (26764.298) 
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Fortsetzung Tabelle 43: Chemikalien und Reagenzien 
Chemikalien und Reagenzien Hersteller/Lieferant (Bestellnummer) 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Fluka (60220) 
LB-Medium Lennox Roth (X964.3) 
Lipofectamine® 2000 Reagent Invitrogen (11668-027) 
Low molecular weight-SDS (LMW-SDS-Marker) GE Healthcare (17-0446-01) 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Chemikalienlager Universität Bielefeld 
Magnesiumsulfat (MgSO4) Chemikalienlager Universität Bielefeld 
Methanol technisch Chemikalienlager Universität Bielefeld 
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Fluka (87689) 
Natriumchlorid (NaCl) VWR (27810.295) 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Chemikalienlager Universität Bielefeld 
Natriumhydroxid (NaOH) VWR (28244.295) 
Pfu-Polymerase Fermentas (EP0501) 
Polyethylenimine (PEI) Polyscience Europe (23966) 
Prestained Protein Molecular Weight Marker Thermo Scientific (26612) 
Protease Inhibitor Cocktail Roche (11873580) 
Roti-Aqua-Phenol Roth (A980) 
Roti-Phenol Roth (0038) 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Roth (4360.2) 
T4-DNA-Ligase NEB (M0202S) 
TurboFectTM Fermentas (R0531) 
Taq-DNA-Polymerase Peqlab (01-1010) 
Taq-DNA-Polymerase NEB (M0267X) 
Taq-DNA-Polymerase Qarta Bio (QT-1000) 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Base (Tris-Base) Sigma Aldrich (T1503-1kg) 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCl (Tris-HCl) Roth (AE15) 
Trypton DIFCO (0123-17-3) 
Tween 20  Roth (9127.2) 
Trypsin EDTA PAA (L11-004) 
 
 
8.1.2 Geräte und Materialien 
Tabelle 44: Geräte und Materialien 
Geräte und Materialien Hersteller/Lieferant (Bestellnummer) 
Biofuge 28 RS Heraeus Instruments 
Biofuge fresco Heraeus Instruments 
Biofuge pico Heraeus Instruments 
Mini-PROTEAN II Gelelektrophoresesystem (Polyacrylamid) 
und Blotting System Mini Trans-Blot® 
Bio Rad (170-3930) 
Blotholder Millipore (WBAVDBH01) 
Blotpapier Whatman/Hartenstein (F595) 
Brutschrank Typ B 6120 Heraeus Instruments 
Brutschrank Forma Scientific (311) 
Einmalreaktionsgefäße (200 µL) Starlab (I1402-8100) 
Einmalreaktionsgefäße (500 µL) Starlab (S1605-0000) 
Einmalreaktionsgefäße (1500 µL) Starlab (S1620-2700) 
Elektrophorese System Mini PROTEAN® 3 Cell Bio Rad (165-3301) 
Geldokumentationssystem Vilbert Lourmat 
Gelelectrophoresis Power Supply Consort (EV231) 
Gelelektrophoresesystem (Agarose) Mechanische Werkstatt Universität Bielefeld 
Gelloader Tips (1-200 µL) Hartenstein (GE21) 
Heizblock TB1 Biometra® (051-200) 
Heiz-Kühlblock Biozym 
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Fortsetzung Tabelle 44: Geräte und Materialien 
Geräte und Materialien Hersteller/Lieferant (Bestellnummer) 
Heiz-Kühlblock Peqlab (90-CH-100) 
Inkubationsschüttler CertomatH/R B. Braun Biotech International 
Inkubator Centromat B. Braun Biotech International 
Kippschüttler Peqlab 
Magnetrührer MR 3001 K Heidolph 
Magnetrührer RCT Basic IKA® Werke (3810000) 
Mikrowelle Siemens 
MilliQ-Anlage Millipore 
Nanophotometer Implen 
Parafilm Chemikalienlager Universität Bielefeld 
PCR Workstation Peqlab 
Pipetten Eppendorf, Gilson, Brand, Starlab 
Pipettenspitzen (20 µL) Starlab (S1110-3000) 
Pipettenspitzen (200 µL) Starlab (S1111-1006) 
Pipettenspitzen (1000 µL) Starlab (S1111-2021) 
Pipettenspitzen (5000 µL) Starlab (I1053-0000) 
pH-Meter pH Level 1 inoLab 
Power Supply PowerPac
TM Basic Bio Rad (164-5050) 
Präzisionswischtücher Kimberly-Clark ® Professional (05511) 
Prestained Protein Molecular Weight Marker Fermentas (SM0671) 
PVDF-Membran Roti® Roth (T830.1) 
Rollinkubator Schütt 
Röntgenbox Hartenstein 
Röntgenfilm Fuji Super RX Fuji/Hartenstein (RF12) 
Sekuroka Decon Bags Roth (T856.2) 
Skalpellklingen Bayha Bruno GmbH/Hartenstein 
Snap i.d. Preotein Detection System Millipore (WBAVDBASE) 
Thermocycler Peqlab 
Thermocycler Progene 
Thermocycler Biometra 
Transilluminator Vilber Lourmat/Hartenstein 
Vakuumpumpe Millipore 
Vakuumpumpe mit Kühlfalle KF-2-60 Bachofer 
Vortex Genie 2 Scientific Industries 
Waage, analytisch CP224S Sartorius 
Waage, universal Kern & Sohn GmbH 
Zentrifuge RC5C, Rotoren SS-43, GS-3 Sorvall Instruments 
Zentrifugenröhrchen (15 mL) Hartenstein (ZR97) 
Zentrifugenröhrchen (50 mL) Hartenstein (ZR82) 
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8.2 Enzyme und Kits 
8.2.1 Enzyme 
Tabelle 45: Verwendete Enzyme 
Enzym Konzentration Hersteller (Bestellnummer) 
BamHI 10 U/µL Fermentas (ER0051) 
humaner Faktor Xa 200 U/mL Enzyme Research Laboratories (HFXa 1011) 
humanes Plasmin 1 µg/µL Sigma-Aldrich (P1867) 
humanes Thrombin 252 NIH U/mL Sigma-Aldrich (T1063) 
KpnI  10 U/µL Fermentas (ER0521) 
Pfu-DNA-Polymerase 2,5 U/µL Fermantas (EP0501)  
Rindertrypsin 1 mg/mL Sigma-Aldrich (T8003) 
Proteinase K 900 U/mL/20,2 mg/mL Fermentas (EO0491) 
RsaI 10 U/µL Fermentas (ER1121) 
T4-DNA-Ligase 400000 U/mL New England Biolabs 
Taq-DNA-Polymerase 5 U/µL New England Biolabs (M0267X) 
Taq-DNA-Polymerase 5 U/µL QartaBio (QT-1000) 
Taq-DNA-Polymerase 5 U/µL Peqlab (01-1010) 
XbaI 10 U/µL Fermentas (ER0681) 
XhoI 10 U/µL Fermentas (ER0691) 
 
 
8.2.2 Kits 
Tabelle 46: Kits 
Kits Hersteller (Bestellnummer) 
CloneJet PCR Cloning Kit Fermentas (K1232) 
GeneJet Gel Extraction Kit Fermentas (K0692) 
GeneJet Plasmid Miniprep Kit Fermentas (K0503) 
Gene Racer® Kit with SuperScript® III RT and TOPO TA  
Cloning® Kit for Sequencing 
Invitrogen (L1502-01) 
QIAGEN LongRange PCR Kit QIAGEN (206401) 
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas (K1631) 
TOPO® TA Cloning Kit® Invitrogen (K4575-J10) 
One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli Invitrogen (4040-03) 
 
 
8.2.3 Antikörper 
Tabelle 47: Antikörper 
Kits Konzentration Hersteller (Bestellnummer) 
Anti-Hämagglutinin-Antikörper, polyclonal aus Kaninchen  1:1000 Sigma Aldrich (H6908) 
Anti Kaninchen IgG-HRP-konjugiert, aus Esel 1:4000 GE Healthcare (NA934) 
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8.3 Vektorkarten 
Der Vektor pcDNATM3.1+ (Abbildung 73; Invitrogen V790-20) wurde für die Sicherung der 
Serpine aus Chiloscyllium punctatum und in Kombination mit der PDI-Signalsequenz und dem 
Häm-Tag für Expressionskonstrukte verwendet (Abbildungen 15 und 16). Dazu wurde der 
Vektor in der MCS mit zwei Restriktionsenzymen geöffnet und die vollständige kodierende 
Sequenz des jeweiligen Serpins über Ligation eingebracht. Für die Fusionsproteine wurde 
zunächst über die Restriktionsschnittstellen HindIII und EcoRI die PDI-Signalsequenz und die 
Sequenz des Häm-Tag eingebracht. Durch Mutation wurde direkt nach dem Häm-Tag eine 
KpnI-Schnittstelle erschaffen, über die die jeweilige kodierende Serpinsequenz ohne eigene 
Signalsequenz unter Erhalt des Leserahmens ligiert werden konnte. Wegen des SV40 
Replikationsursprungs eignet sich der Vektor für die transiente Transfektion in COS-7-Zellen, 
da diese das große T-Antigen des SV40-Virus exprimieren und den Vektor replizieren 
können. Außerdem enthält der Vektor einen pUC Replikationsursprung und eine Ampicillin-
Resistenz, so dass der Vektor in E. coli vermehrt und mit Ampicillin selektiert werden kann.  
 
 
 
Abbildung 73: Vektorkarte von pcDNA
TM
3.1+ 
Wichtige Elemente des pcDNATM3.1+-Vektors sind hervorgehoben. Der CMV-Promoter für hohe 
Expressionslevel (blau), das BGH-Polyadenylierungssignal (grau), der SV40 Replikationsursprung zur episomalen 
Replikation (in Zelllinien, die das große T-Antigen exprimieren), die Antibiotikaresistenzen gegen Ampicillin und 
Neomycin (rote Pfeile) und der pUC Replikationsursprung  für E. coli (hellbraun).  
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Der pCR®4-TOPO®-Vektor (Abbildung 74 A; Invitrogen) wurde neben dem pJet1.2/blunt-
Vektor (Abbildung 74 B; Fermentas) zur Sicherung der DNA-Fragmente genutzt. Die Insertion 
erfolgt über die TA-Basenpaarung und der kovalent gebundenen Topoisomerase, wodurch 
die Expression des lethalen lacZ-ccdB-Gens unterbunden wird. Des Weiteren besitzt der 
Vektor einen pUC-Replikationsursprung zur bakteriellen Replikation sowie Resistenzen gegen 
Ampicillin und Kanamycin.  
Die Klonierung über den pJet1.2/blunt-Vektor erfolgt über blunt-Ends. Durch das Insert kann 
das lethale eco47IR-Restriktionsenzym nicht mehr exprimiert werden. Auch der 
pJet1.2/blunt-Vektor besitzt eine Ampicillin-Resistenz zur Selektion der Bakterienkolonien. 
Als Replikationsursprung dient pMB1.  
 
   A                                                                                      B 
          
 
Abbildung 74: Vektoren zur Sicherung von DNA-Fragmenten 
Dargestellt sind die beiden Vektoren, die zur Sicherung der DNA-Fragmente genutzt wurden. (A) Der pCR®4-
TOPO® (Invitrogen) hat zwei Antibiotikaresistenzen (Ampicillin und Kanamycin) und den bakteriellen 
Replikationsursprung pUC. Das DNA-Fragment wird über eine TA-Basenpaarung kloniert und führt dazu, dass 
das lethale lacZ-ccdB-Gen nicht exprimiert wird. Dafür besitzt der Vektor T-Überhänge, an die kovalent eine 
Topoisomerase gekoppelt ist. (B) Der pJet1.2/blunt-Vektor (Fermentas) ist ähnlich mit einer Ampicillinresistenz 
und dem Replikationsursprung pMB1 aufgebaut. Das DNA-Fragment führt ebenfalls dazu, dass ein lethales 
Restriktionsenzym (eco47IR) nicht exprimiert wird. Allerding verläuft die Klonierung über eine blunt-End-
Ligation. 
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8.4 Degenerierter Kode  
Tabelle 48: Kodierung für degenerierte Primer 
Base Abkürzung 
Adenin A 
Cytosin C 
Guanin G 
Thymin T 
Pyrimidin (Cytosin oder Thymin) Y 
Purin (Adenin oder Guanin) R 
Weak (Adenin oder Thymin) W 
Strong (Cytosin oder Guanin) S 
Ketogruppe (Guanin oder Thymin) K 
Aminogruppe (Cytosin oder Adenin) M 
Nicht Adenin B 
Nicht Cytosin D 
Nicht Guanin H 
Nicht Thymin V 
Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin N 
 
 
8.5 Primer 
Sämtliche Primer wurden von Invitrogen bezogen. 
 
8.5.1 Degenerierte Primer 
Tabelle 49: Serpin-Suchprimersequenzen  
Name Primersequenz (5‘ → 3‘) Zur Herstellung von 
dSP_2nd_NAVY+ GTNCTNGTNAAYGCNGTNTAYTTYAARGG Zur Isolierung von 
verschiedenen Serpinen aus 
einem Organismus 
dSP_2nd_NAIY+ GTNCTNGTNAAYGCNATHTAYTTYAARGG 
dSP_2nd_NAIF+ GTNCTNGTNAAYTAYATHTTYTTYAARGG 
dSp_2nd_NAIH+ GTNCTNGTNAAYGCNATHCAYTTYAARGG 
dSP_NEEG_a- GCNGCNGCYTCNGTNCCYTCYTCATT 
dSP_NEEGb- GCNGCNGCYTCNGTNCCYTCYTCGTT 
dSP_DEEG- GCNGCNGCYTCNGTNCCNTCYTCRTC 
 
Tabelle 50: Primersequenzen von individuellen degenerierten Primern 
Name +/- Primersequenz (5‘ → 3‘) Zur Herstellung von 
1b_for_Hai + GGGGGGGNGAYGARATHGAYGANAT Degenerierte Primer für die 
Suche nach HCII aus 
Chiloscyllium punctatum 
(Primer a und b wurden 
stets zusammen eingesetzt) 
2b_for_Hai + GGGGGGAYTTYGCNTTYRAYCTSTA 
2a_rev_Hai - GGGGGTAVAARTYRAANGCRAARTC 
2b_rev_Hai - GGGGGTASAGRTYRAANGCRAARTC 
3a_rev_Hai - GGGTGNGCYTCNGCRAARTARWA 
3b_rev_Hai - GGGTGNGGYTCNGCRAARTARWA 
4_rev_Hai - GGGTCCCANGTNCCYTTRAARTA 
HCII2Such_Hai_rev - TGNGCRTCNGCNCCRTARTA Degenerierte Primer für die 
Suche nach der alternativen 
HCII-Sequenz aus 
Chiloscyllium punctatum 
HCII2Such_Hai_for + TAYTAYGGNGCNGAYGCNCA 
HCII2Such_Hai_for1 + GGNTTRAGYATGATGATGGCNATGAT 
HCII2Such_Hai_for2 + GGNCCNTCNATGATGATGGCNATGAT 
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Fortsetzung Tabelle 50: Primersequenzen von individuellen degenerierten Primern 
Name +/- Primersequenz (5‘ → 3‘) Zur Herstellung von 
Angio_0,5+ + GGNGCNCCNTAYCGNCCNTAYATHCA Degenerierte Primer für die 
Suche nach 
Angiotensinogen aus 
Chiloscyllium punctatum  
Angio_2,75- - CCRTCRTANAGNCGRAARAARAANGGYTT 
ChiloAngio_1+ + AYCGNCCNTAYATHCAYCCNTT 
ChiloAngio_3- - TTYTTNACNCGNCCNAGRAANAGNAG 
NS_1for + CTNGGNATGGTNGARCTNGGNGC Degenerierte Primer für die 
Suche nach Neuroserpin aus 
Chiloscyllium punctatum  
NS_2for + CARTTYCGNGCNGARAAYACNCGNACNTT 
NS_Such_Nterm- - NGCYTCRAARTCRTGNCCRTTNGGRTT 
NS_Such_Nterm_Ne
sted- 
- YTCNGGRTGCATNACNCGNCCCAT  
Nexin_1for + CAYGGNATHGCNTCNGTNCTNGGNATG Degenerierte Primer für die 
Suche nach Protease Nexin-
1 aus Chiloscyllium 
punctatum 
Nexin_2rev - GGGRAANATNCCRTTNGCDATNGTNACDATRT
C 
Nexin_3rev - DATCATNCCNCGNGTYTGRTTYTTNGTCCA 
HSP_1for + CAYTCNAARATHAAYTTYCGNGAYAARAARGG
NGC 
Degenerierte Primer für die 
Suche nach Hsp47 aus 
Chiloscyllium punctatum 
HSP_2for + ATGATGCAYCGNTCNGGNCTNTAYAAYTTYTA 
HSP_3rev - YTGYTCYTTNGTNAGNAGYTTYTCDATNCGYT
C 
HSP_4rev - RTCRTANGGRTTNCCYTCNGTRTTCCA 
RDELhsp- - ANAGYTCRTCNCGNATNTTRTCNCCYTT Degenerierter Primer für 
das ER-Retentionssignal für 
Hsp47 
 
8.5.2 Genspezifische Primer 
Tabelle 51: Genspezifische Primer 
Name +/- Primersequenz (5‘ → 3‘) Zur Herstellung von 
GeneRacer
TM5‘ + CGACTGGAGCACGAGGACACTGA Amplifikation des 5‘- Endes 
der cDNA GeneRacerTM5‘ 
Nested 
+ GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA 
GeneRacer
TM3‘ - GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG Amplifikation des 3‘- Endes 
der cDNA GeneRacerTM3‘ 
Nested 
- CGCTACGTAACGGCATGACAGTG 
CPP_f1 + TTGTTCTCCTCGCCCTCGTCGT Amplifikation von Cystein 
Proteinase Preocursor von 
Mxyine glutinosa 
Positivkontrolle 
CPP_f2 + GCCAAAGACAAGAGCAGCACAC 
CPP_r1 - GCTTGCTCGTCTCCAACGGGAAT 
CPP_r2 - AGCCAATAGTTCTGTCCTCCCTCC 
Mg_spn1f1  GCTTCCGTTCCCTCTTCGTTACTG Amplifikation Serpin 1 aus 
Schleimaal Mg_spn1f2  TGGAGACACTTTATGGGTTGCGG 
GSP_MgSpn3_For + CAAGGGGTATCTGGAAAACACC Genspezifische Primer für 
MyxSpn4 aus Myxine 
glutinosa 
GSP_MgSpn3_Rev - GAAGTAACACCGTGAGAGGTTCAGC 
GSP_MgSpnR_For + GCTCGAAAAGGAACTGAACTTGGAG Genspezifische Primer für 
MyxSpn1, 2, 3 aus Myxine 
glutinosa 
GSP_MgSpnR_Rev - ATCCCCGAGAAGTCAGCGGT 
LEIChilogsp+ + GAACAAGACACAAGGGAAATGCCAT Genspezifischer Primer für 
CpLEI für das interne 
Fragment und für die 
Amplifikation des 5‘- Endes 
und 3‘-Endes 
LEIChilogsp- - ACTGGACAGGGGCGAGTT 
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Fortsetzung Tabelle 51: Genspezifische Primer 
Name +/- Primersequenz (5‘ → 3‘) Zur Herstellung von 
PAI2Chilogsp+ + GCTAAACAAGAAAGAATCCAAGCC Genspezifischer Primer für 
CpSpnV1_2 für das interne 
Fragment und für die 
Amplifikation des 5‘- Endes 
und 3‘-Endes 
PAI2Chilogsp- - CACTGGAATGTCTGAAACAAATAACC 
PAIChilo2- - TGCTTCAGTCATCCCCATCGCTG 
Pai++ + TCAATGATAACTCCACTGGGTTGG 
Paigsp3- - CTGGGCAGATGAACCCTGACCTT 
Paigsp4- - GGTAAACTTCGATTGCTAATGAGGGCTG 
Hai_HCII_1for + CGCTGCTTGACCAGTCTGAGAACA Genspezifischer Primer für 
CpHCII für das interne 
Fragment und für die 
Amplifikation des 5‘- Endes 
und 3‘-Endes 
Hai_HCII_2for + GCTCCTGCTGGCATTTCAATAACCC 
Hai_HCII_3for + CGACACAATGACAGTTCACAACCTC 
Hai_HCII_1rev - GAGGTTGTGAACTGTCATTGTGTCG 
Hai_HCII_2rev - CGGAGAGTGTAGCCAAAGTTATGTCG 
Hai_HCII_3rev - GAGTGAAGTTGCTCAGAATCT 
A1atChilogsp+ + AAGGAGAAAGGCTCAAGATGG Genspezifischer Primer für 
Cpα1AT für das interne 
Fragment und für die 
Amplifikation des 5‘- Endes 
und 3‘-Endes 
A1atChilogsp- - TTCCTGCTGGATGTGCAAAGAAT 
Intron1a1AT+ + CCTTGAGGATGCAAAGCAGTTTTAT  Exon-Intron-Struktur von 
Cpα1AT Intron1a1AT- - ACCAGAGTAATACATCCCCAGCC 
Intron2a1AT+ + CCAGGAAAATTGGCAGAAGTCG 
Intron2a1AT- - CACAATACCCAGAGACATCAGC 
Intron3a1AT+ + TCTGGGTATTGTGGATGTATTCAC  
Intron3a1AT- - CATCACGCAGTGGGATTCATTAC  
S1+ + CTGGCTGCTCTGTCTTTGGGGA Genspezifischer Primer für 
CpAng für das interne 
Fragment und für die 
Amplifikation des 5‘- Endes 
und 3‘-Endes 
S2+ + CACCTGGGACTTGTGGACCA 
S1- - GCCAACACCAGATTTGTGCTCGGAC 
S2- - GTCATAGAGACTTGGACTTTATCC 
NS1gsp_+  CTGAGTGACCAGTTCCTTCAAATGC Genspezifischer Primer für 
CpNS für das interne 
Fragment Fragment und für 
die Amplifikation des 5‘- 
Endes und 3‘-Endes 
NS2gsp_+  CACATCAATGAGTGGGTGCAGAATC 
NS1gsp_-  GATAAGTGGTTCCAAGGTAGCCA 
NS2gsp_-  GCCTGCGAGAGCTTCCTTCAAATCAAT 
Nexin_gsp+ + TAGGTGCTGGTGCAAGAACAAGAC Genspezifischer Primer für 
CpPN-1 für das interne 
Fragment und für die 
Amplifikation des 5‘- Endes 
und 3‘-Endes 
Nexin_gsp- - AGTTACGATGTCCTGATTTCTGCTCTCA 
Nexingsp3+ + CTGAGAGCAGAAATCAGGACATC 
Nexingsp4+ + GATACACAAGTCTTTAACTGAGAGCAG 
NexinChilo_+ + GTCAGACCTGGGGATGAAGATTTT 
Nex_gsp2- - GATTTCTGCTCTCAGTTAAAGACTTGTG    
Nex2gsp_+ + GAACAATGCTCTAAAATACAACTCTTATGG 
Nex3gsp_- - CTGCTCTCAGTTAAAGACTTGTGTATC 
A2PlasminChilogsp+ + ATCCCTGCACGTCCAGTCGCTGAA Genspezifischer Primer für 
Cpα2AP für das interne 
Fragment und für die 
Amplifikation des 5‘- Endes 
und 3‘-Endes 
A2PlasminChilogsp- - CAGAACTCCCATCCTCCTTGTAGAA 
a2AP_for2 + CCTCCATCTACTTCCAGAAAGGA 
a2AP_for3 + CGACCATTCTTCTTCATCATCCGC 
Hsp_gsp+ + CAGGTGAATGTGCTGGAAATGCCCCT Genspezifischer Primer für 
CpHsp47 für das interne 
Fragment und für die 
Amplifikation des 5‘- Endes 
und 3‘-Endes 
Hsp_gsp- - CAGAGCCGCAGCGTGGAGAACA 
Hspgsp3- - CTGACCCCCAGCTTGACTTT 
Hsp3gsp_+ + CTGGACAACCTGGAGAAACT 
Hsp2gsp_- - GCAGCGTGGAGAACATTGGC 
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Tabelle 52: Genspezifische Schnittstellenprimer für die vollständigen cDNA-Sequenzen 
Name +/- Primersequenz (5‘ → 3‘) Zur Herstellung von 
gHCIIChilo+ + TGGGGGGTACCATGAAGCTTGTATTCCTTA
TTCTG 
Vollständige cDNA für CpHCII 
mit KpnI und XbaI Schnittstelle 
Chilo_HCIIXba- - GGGGGTCTAGATTAGTCATTCAGTGGGTTT
GT 
HCII-OSP-kpnfor + CACACAGGTACCGTTAAGCCTTTAGCTGAA
CAC 
Vollständige cDNA für CpHCII 
mit  KpnI Schnittstelle ohne 
Signalsequenz 
AngioKpn+ + GGGGGCGGTACCCGATGAACCTGGACTAAT
CAAATC 
Vollständige cDNA für CpAng 
mit KpnI und BamHI 
Schnittstelle AngioBam- - GGGGGGGGATCCTCAGTGAAGTTTCTTTAT
TCTGCCAAG 
a1ATlike_kpn+ + GGGGGGGGTACCAGCAAGGAGAAAGGCTCA
AGATG 
Vollständige cDNA für Cpα1AT 
mit KpnI und XbaI Schnittstelle 
a1aATlike_xba- - GGGGGGTCTAGAGAAGTGTGTGGAGTTTTT
GCCTGC 
A1ATOSPKpn+ + GGGGAAGGTACCCTCACTGAAAAATCTGCC
ATAC 
Vollständige cDNA für Cpα1AT 
mit  KpnI und BamHI 
Schnittstelle ohne 
Signalsequenz 
A1ATOSPBam- - GGGGGGGGATCCGATACAATTCTTGGAAGT
GTGTGGAG 
Chiloa1ATmyc-c- - GATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCCG
CAGTGGGATTCATTAC 
Einführung eines C-terminalen 
c-Myc-Tag 
Lang_c-
Myc_BamHI_2 
- GTGCGGGGATCCTCAAAGATCCTCTTCTGA
GATG 
a2APlike_kpn+ + GGGGGCGGGTACCCTGAGAGTTCCATCATT
TTCCAG 
Vollständige cDNA für Cpα2AP 
mit KpnI und XbaI Schnittstelle 
a2APlike_xba- - GGGGGGTCTAGATCATTTGGGATTCATCAT
CTCTTTG 
a2APOPSKpn+ + GGGGGGGGTACCACGAATGTCACAGATAAA
CTGGAC 
Vollständige cDNA für Cpα2AP 
mit  KpnI und XhoI Schnittstelle 
ohne Signalsequenz a2APOSPXho- - GGGGGGCTCGAGCTATTTGGGATTCATCAT
CTCTTTG  
Pai2likeKpnI+ + GGGGGGGGTACCGCGAAGGCAGGTTTTCAA
A 
Vollständige cDNA für 
CpSpnV1_2 mit KpnI und 
BamHI Schnittstelle Pai2likeBamHI- - GGGGGGGGATCCCGATTTAGCAGAATGTCA
CCAA 
LEIlike_kpn+ + AAAGGGGGTACCGCTGAAAGATCCTGGAGC
ATCA 
Vollständige cDNA für CpLEI mit 
KpnI und XbaI Schnittstelle 
LEIlike_xba- - AAAGGGTCTAGATCGTGTTACTTGGGGTGC
TGTTC 
NSlike_kpn+ + GGGGGGGGTACCGAGTAGTGTGGTCTGTGG
GAATCT 
Vollständige cDNA für CpNS mit 
KpnI und XbaI Schnittstelle 
NSlike_xba- - GGGGGGTCTAGAGGGGCATTTCATCAGTGC
AGAACT 
NexinOSPkpn+ + GGGGAAGGTACCCAGTGGAAGCACACTCAA
GTATCAG 
Vollständige cDNA für CpPN-1 
mit  KpnI und XhoI Schnittstelle 
ohne Signalsequenz NexinOSPXho- - GGGGGGCTCGAGTTGGAAGGCAGCAATTTG
ACATTTC 
NexKpnI+ + GGGGGGGGTACCTGAATCACAATGGGCAAA
GTAGGC 
Vollständige cDNA für CpPN-1 
mit KpnI und BamHI 
Schnittstelle NexBamHI- - GGGGAAGGATCCGCCACTTGGAAGGCAGCA
AT  
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Tabelle 53: Sequenzierprimer 
Name Primersequenz (5‘ → 3‘) Zur Herstellung von 
pcDNA+ TCTGGCTAACTAGAGAACC Flankieren die MCS von pcDNATM3.1+ 
pcDNA- GCTGGCAACTAGAAGGCA 
pJet1.2+ CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC Flankieren die MCS von pJet1.2/blunt 
pJet1.2- AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 
 
8.6 Gruppe 1 
Tabelle 54: Zugangsnummern der verwendeten Serpine der Gruppe 1 
Serpin Zugangsnummer 
B1 (Homo sapiens) NP_109591 
B1 (Equus caballus) P05619 
B1 (Ornithorhynchus anatinus) XP_001505473 
B1 (Meleargis gallopavo) XP_003204839 
B1 (Anolis carolinensis) XP_003225625 
B1 (Xenopus (Silurana) tropicalis) NP_001011419 
B1 (Xenopus laevis) NP_001089382 
B1 (Danio rerio) AAI65869 
B1 (Esox lucius) ACO13429 
B1 (Oreochromis niloticus) XP_003459897 
B1 (Scyliorhinus torazame)* FY415657 
B1 (Petromyzon marinus) ENSPMAT00000009987 
B2 (Homo sapiens) NP_001137290 
B2 (Mus musculus) NP_001167641 
B2 (Oryctolagus cuniculus) ACJ72840 
B3 (Homo sapiens) NP_008850 
B3 (Mus musculus)  NP_941373 
B4 (Homo sapiens) NP_002965 
B4 (Oryctolagus cuniculus) ACJ72837 
B4 (Bos taurus) AAI49567 
B5 (Homo sapiens) NP_002630 
B5 (Mus musculus) NP_033283 
B5 (Canis lupus familiaris) XP_005615401 
B5 (Xenopus (Silurana) tropicalis) NP_001011282 
B5 (Xenopus laevis) NP_001086270 
B5 (Taeniopygia gutatta) XP_002199410 
B5 (Danio rerio) NP_998042 
B6 (Homo sapiens) AAH98564 
B6 (Mus musculus) NP_001230121 
B6 (Bos taurus) NP_777214 
B6 (Gallus gallus) NP_001006377 
B6 (Chelonia mydas) EMP36654 
B6 (Chrysemys picta bellii) XP_005307140 
B6 (Xenopus laevis) NP_001079786 
B6 (Xenopus (Silurana) tropicalis) NP_001007932 
B6 (Danio rerio) NP_956230 
B6 (Esox lucius) ACO13794 
B6 (Ictalurus furcatus) ADO27861 
B6 (Callorhinchus milii) AFK10654 
B7 (Homo sapiens) NP_003775 
B7 (Mus musculus) NP_081824 
B7 (Bos taurus) NP_001192689 
B8 (Homo sapiens) NP_942130 
B8 (Mus musculus) NP_035589 
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Fortsetzung Tabelle 54: Zugangsnummern der verwendeten Serpine der Gruppe 1 
Serpin Zugangsnummer 
B8 (Bos taurus) NP_001030364 
B9 (Homo sapiens) NP_004146 
B9 (Bos taurus) NP_001069327 
B9 (Canis lupus familiaris) XP_855782  
B10 (Homo sapiens) NP_005015 
B10 (Bos taurus) NP_001092395 
B10 (Oryctolagus cuniculus) NP_001164758 
B10 (Rattus norvegicus) NP_714955 
B11 (Homo sapiens) AAL16057 
B11 (Mus musculus) NP_080143  
B11 (Oryctolagus cuniculus) ACJ72838 
B12 (Homo sapiens) NP_536722 
B12 (Mus musculus) NP_082247 
B12 (Bos taurus) DAA15883 
B12 (Canis lupus familiaris) XP_005615400 
B13 (Homo sapiens) AAI43403  
B13 (Bos taurus) XP_001254602 
B13 (Mus musculus) NP_766440 
B1-ähnlich (Petromyzon marinus) ENSPMAP00000009952+DW023073+EC384669 
B6-ähnlich (Petromyzon marinus) AEFG01029602+FD715897 
B6-ähnlich (Leucoraja erinacea)* AESE011488760 
B6-ähnlich (Callorhinchus milii)* AAVX01051204 
A1 (Homo sapiens) NP_001121179 
Mit * sind Teilsequenzen gekennzeichnet. 
 
8.6.1 Isolierte c-DNA-Sequenz von Leukozyten Elastase Inhibitor aus  
Chiloscyllium punctatum 
     1  AAAGAGAAAGCAAGGAAGTCGGAGCTGCTGAAAGATCCTGGAGCATCAGTATAAAACACC 
 
     1   M  E  E  L  S  K  A  N  C  L  F  T  L  D  L  F  R  E  L  I  
    61  ATGGAGGAGCTAAGCAAAGCAAATTGCCTTTTCACTCTTGACCTATTCAGAGAGCTGATT 
 
    21   E  S  N  Q  D  G  N  I  F  F  S  P  F  S  I  S  V  A  L  A  
   121  GAAAGCAATCAAGATGGCAACATCTTTTTTTCTCCATTCAGCATCTCTGTTGCATTGGCC 
 
    41   M  V  Y  L  G  A  K  N  N  T  A  S  Q  M  A  K  T  L  H  F  
   181  ATGGTTTACCTTGGAGCGAAAAATAACACGGCATCTCAGATGGCAAAAACTCTTCATTTT 
 
    61   D  Q  V  Q  N  V  H  S  G  F  Q  E  M  Q  S  E  I  N  R  A  
   241  GATCAAGTTCAAAATGTCCACTCTGGATTCCAGGAAATGCAATCAGAGATTAACCGAGCT 
 
    81   D  A  A  Y  L  L  K  V  A  N  R  L  Y  G  E  K  A  Y  S  F  
   301  GATGCTGCATATCTGTTGAAAGTGGCCAATCGACTATATGGAGAGAAGGCCTATAGCTTC 
 
   101   L  E  E  F  F  T  S  S  M  K  F  Y  G  A  K  M  S  A  V  D  
   361  CTAGAGGAATTCTTTACGTCCTCCATGAAATTCTATGGAGCAAAGATGTCTGCAGTTGAT 
 
   121   F  Q  T  A  A  N  E  V  R  Q  E  I  N  K  W  V  E  A  E  T  
   421  TTCCAAACTGCTGCAAATGAAGTTAGGCAGGAGATCAATAAGTGGGTGGAAGCAGAGACT 
 
   141   A  N  K  I  K  D  L  L  A  E  G  P  V  D  S  D  T  R  L  V  
   481  GCAAATAAAATCAAAGACTTGCTGGCCGAGGGCCCAGTGGACAGTGATACTAGACTCGTG 
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   161   L  V  N  A  I  Y  F  K  G  T  W  A  E  T  F  D  E  Q  D  T  
   541  TTGGTGAATGCTATCTACTTCAAAGGAACCTGGGCTGAGACCTTTGATGAACAAGACACA 
 
   181   R  E  M  P  F  K  L  N  K  N  E  T  K  P  V  K  M  M  Y  Q  
   601  AGGGAAATGCCATTCAAACTGAATAAGAATGAAACAAAGCCAGTGAAAATGATGTACCAA 
 
   201   M  K  K  F  F  I  S  R  V  Q  E  S  K  L  Q  V  L  E  L  P  
   661  ATGAAGAAGTTCTTTATCTCACGTGTTCAAGAATCTAAACTCCAAGTTCTCGAGCTACCA 
 
   221   Y  A  G  N  D  L  S  M  I  I  L  L  P  D  D  I  M  D  D  S  
   721  TATGCTGGTAATGACTTAAGCATGATCATCTTGTTGCCAGATGACATCATGGATGATTCT 
 
   241   T  G  L  K  Q  L  E  Q  E  L  T  L  E  K  L  Q  E  W  T  H  
   781  ACAGGCCTGAAACAGCTGGAGCAGGAACTTACATTAGAAAAACTACAAGAATGGACACAT 
 
   261   P  N  H  M  R  K  L  D  V  H  V  R  L  P  K  F  K  L  E  G  
   841  CCAAACCATATGAGAAAGCTGGACGTTCATGTTCGTCTGCCCAAATTTAAACTGGAAGGT 
 
   281   D  Y  E  L  N  S  P  L  S  S  L  G  M  G  D  V  F  D  S  T  
   901  GACTATGAGCTGAACTCGCCCCTGTCCAGTTTAGGCATGGGGGATGTTTTTGATAGTACG 
 
   301   R  A  D  L  S  G  M  S  A  T  R  D  L  Y  V  S  K  V  A  H  
   961  AGGGCCGATCTGTCTGGAATGTCTGCAACTCGTGACTTGTATGTCTCCAAAGTTGCACAC 
 
   321   K  S  F  V  E  V  N  E  E  G  T  E  A  A  A  A  T  A  M  M  
  1021  AAGTCTTTTGTGGAAGTGAATGAGGAGGGAACTGAAGCAGCAGCAGCTACCGCAATGATG 
 
   341   L  G  S  C  A  L  M  D  E  E  F  F  T  A  D  H  P  F  L  F  
  1081  TTAGGATCGTGTGCACTGATGGATGAAGAGTTTTTCACTGCTGATCATCCCTTCCTCTTT 
 
   361   F  I  R  H  K  K  T  N  N  I  L  F  F  G  R  Y  S  S  P  -  
  1141  TTCATCAGGCACAAGAAAACAAATAATATTCTGTTCTTTGGCAGGTACTCTTCTCCCTGA 
  1201  ACAGCACCCCAAGTAACACGACGCAATAAAACCTGAATTATGGAAAATACAGTGTCATTA 
  1261  AACGTACAAGACTAATCTTAATGGTATTACATTAGATGGGGGTGTATTTTACTTGGACCT 
  1321  CTTTTGTATGCCAAAATAACTGTGTTTACAAATAAAAACTCAATTGAAATGGAAAAAAAA 
  1381  AAAAAAAAAAAAA 
 
Abbildung 75: Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz des 
Leukozyten Elastase Inhibitors aus Chiloscyllium punctatum 
Die Kozak-Sequenz (rot), das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind 
gekennzeichnet. 
 
 
8.6.2 Isolierte c-DNA-Sequenz von CpSpnV1_2 
     1  GAAAAGAGAGTAGGAGCAGTGAAACAAGTTTGTGCAGTTTTAATTCTTGCAGCGCGAAGG 
 
     1               M  D  S  L  T  V  A  N  T  K  F  A  I  L  L  F  
    61  CAGGTTTTCAAAATGGATTCTCTGACTGTTGCAAATACCAAATTTGCCATTCTTCTGTTT 
 
    17   K  K  L  K  E  G  K  G  N  E  N  I  F  L  S  P  L  S  I  S  
   121  AAGAAGCTAAAGGAAGGAAAAGGAAATGAGAACATTTTCCTGTCTCCATTAAGCATCTCA 
 
    37   T  A  L  A  M  V  Y  L  G  A  K  G  N  T  A  A  E  M  A  K  
   181  ACTGCTCTAGCCATGGTGTATCTCGGTGCTAAAGGCAACACTGCTGCTGAGATGGCTAAG 
 
    57   V  L  H  F  D  T  D  E  D  V  H  P  K  F  K  E  L  M  A  G  
   241  GTTCTGCATTTTGACACAGATGAAGATGTCCATCCAAAATTCAAGGAGTTGATGGCTGGT 
 
    77   I  N  D  R  D  K  P  Y  L  L  K  L  A  N  R  L  F  G  E  E  
   301  ATCAATGACCGTGACAAACCTTATCTGCTGAAATTGGCTAACCGTCTATTTGGAGAGGAA 
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    97   T  H  T  F  L  K  T  F  Q  N  S  A  S  K  F  Y  D  S  Q  L  
   361  ACACACACATTTCTCAAAACATTCCAAAACTCTGCATCAAAATTCTATGATTCACAATTG 
 
   117   A  A  V  S  F  Q  S  Q  P  E  A  A  R  K  E  I  N  S  W  V  
   421  GCTGCTGTTAGTTTTCAAAGTCAGCCAGAAGCTGCCAGAAAAGAGATCAATTCTTGGGTA 
 
   137   D  N  R  T  E  G  K  I  Q  N  I  L  P  E  R  S  I  T  H  D  
   481  GACAACAGGACTGAAGGTAAAATCCAGAACATTCTGCCAGAGAGAAGTATTACTCACGAC 
 
   157   T  K  L  A  L  V  N  A  I  Y  F  K  G  Q  W  S  S  K  F  T  
   541  ACAAAACTTGCTCTTGTAAATGCTATCTACTTTAAGGGGCAGTGGAGCAGCAAATTTACT 
 
   177   E  N  K  T  Y  V  K  S  F  W  L  N  K  K  E  S  K  P  I  N  
   601  GAAAATAAGACATATGTAAAATCGTTCTGGCTAAACAAGAAAGAATCCAAGCCAATAAAC 
 
   197   M  M  F  Q  E  E  E  F  Y  L  G  Y  I  E  E  L  Q  T  K  V  
   661  ATGATGTTCCAGGAAGAAGAATTTTACTTGGGTTATATTGAGGAACTCCAAACCAAAGTT 
 
   217   L  E  L  P  Y  I  Q  N  E  L  S  M  I  I  L  L  P  D  S  I  
   721  CTAGAACTCCCGTACATCCAAAATGAGCTAAGCATGATTATCTTGCTGCCTGATAGCATC 
 
   237   N  D  N  S  T  G  L  E  Q  L  E  Q  T  L  T  Y  E  N  L  L  
   781  AATGATAACTCCACTGGGTTGGAGCAGCTGGAGCAGACNCTTACATATGAAAACCTTCTC 
 
   257   L  W  T  N  Q  A  N  M  M  K  I  K  V  R  V  H  L  P  R  F  
   841  CTTTGGACCAACCAGGCAAACATGATGAAAATCAAGGTCAGGGTTCATCTGCCCAGATTT 
 
   277   K  L  E  D  Q  F  N  L  K  D  V  L  S  A  M  G  M  T  E  A  
   901  AAATTGGAAGACCAATTTAACCTTAAAGATGTACTTTCAGCGATGGGGATGACTGAAGCA 
 
   297   F  D  Q  V  K  A  N  F  T  G  M  S  E  T  N  N  L  F  L  S  
   961  TTTGATCAGGTGAAGGCTAATTTCACTGGAATGTCTGAAACAAATAACCTTTTCTTGTCA 
 
   317   N  V  F  H  K  S  F  V  E  V  N  E  E  G  T  E  A  A  A  G  
  1021  AATGTATTTCACAAGTCTTTCGTGGAAGTTAATGAAGAGGGCACAGAGGCTGCAGCAGGT 
 
   337   S  A  A  L  I  S  N  R  S  L  P  L  E  T  E  F  L  A  D  H  
  1081  TCTGCAGCCCTCATTAGCAATCGAAGTTTACCATTGGAAACAGAATTTCTTGCTGATCAC 
 
   357   P  F  L  F  F  I  K  H  N  K  S  E  S  I  L  F  F  G  C  F  
  1141  CCTTTCCTGTTCTTCATCAAACACAACAAATCAGAGAGCATTCTATTCTTTGGCTGCTTC 
 
   377   S  S  P  G  D  E  V  R  G  Y  K  G  A  Q  Q  M  T  Q  Q  V  
  1201  TCTTCACCAGGAGATGAAGTCAGGGGATATAAAGGTGCCCAGCAAATGACGCAGCAGGTT 
 
   397   Q  R  C  K  -   
  1261  CAAAGGTGCAAATGAAAGAATAATAGGTGGAGAAAGGCATACTCTTGATCAAAATCATTA 
  1321  TTTGCATACAGTTATGTCCAAGATTACAGATTACAATTATTGCTTGGTGACATTCTGCTA 
  1381  AATCGAATGATTTAAATTGTATAAGTTCAACTGATTTCCTGCTAGTTATATTGTGCTAAT 
  1441  GTAGTAATTATAATTTAAAGATTTCAAACTTTAACATCTCCTTTAAGATGACAGAATGTT 
  1501  TTTAAGTATACTTCATTTTTATTAAATTGCCAAAATTACATTCTGTGCTTTCTGGGCCGT 
  1561  GCTTTCCCAGCACCACACTCCCCACCCCAATCTCCAGCATCACTTTCTCCTACATTCTTA 
  1621  AACNGTCTACTACTGTTACTCCAAGCTGTGTTTGATTCCAATAATTCGCATGATCTGATA 
  1681  CTTCAAATTAAATCAGTGAAATAAAATTGTATTATTCAGTAATTCAAATGACCTAATTAG 
  1741  CAGGAATAGGATATTTTGGATTTTCTTTATTTTTAACAGTCATGTGTTTTGGCAACCAAA 
  1801  TTTTGATTGTAAGATTGTATCATGTTTATTTTTTGAAAAATAAAGTACTTTCATGGTGAA 
  1861  AAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
Abbildung 76: Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von 
CpSpnV1_2  
Die Kozak-Sequenz (rot), das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind 
gekennzeichnet. 
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8.6.3 Alignment von CpLEI und CpSpnV1_2 mit Serpinen der Gruppe 1 
H_sapiensA1AT         MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLAEDPQGDAAQKTDTSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFS   60 
D_rerioB5             ----------------------------------------------MEPVIAANTKFSLD   14 
X_laevisB5            ----------------------------------------------MDALRLANTGLAVD   14 
X_tropicalisB5        ----------------------------------------------MDALRLANTALAVD   14 
T_guttataB5           ----------------------------------------------MDALQLANTAFAVD   14 
M_musculusB5          ----------------------------------------------MDALRLANSAFAVD   14 
H_sapiensB5           ----------------------------------------------MDALQLANSAFAVD   14 
C_lupusB5             ----------------------------------------------MDALRLANSAFAVD   14 
M_musculusB7          ----------------------------------------------MASLAAANAEFGFD   14 
H_sapiensB7           ----------------------------------------------MASLAAANAEFCFN   14 
B_taurusB7            ----------------------------------------------MASLAAADADFCFN   14 
B_taurusB13           ----------------------------------------------MDSLVPASTSFGLD   14 
H_sapiensB13          ----------------------------------------------MDSLGAVSTRLGFD   14 
M_musculusB13         ----------------------------------------------MDSLGTAATQFLFD   14 
M_musculusB3          ----------------------------------------------MIRFHAADVKFAVE   14 
B_taurusB4            ------------------------------------------------------------    0 
O_cuniculusB4         ----------------------------------------------MSSLSKAYIQPTLD   14 
H_sapiensB3           ----------------------------------------------MNSLSEANTKFMFD   14 
H_sapiensB4           ----------------------------------------------MNSLSEANTKFMFD   14 
M_musculusB11         ----------------------------------------------MDPITTASTEFCLD   14 
H_sapiensB11          ----------------------------------------------MGSLSTANVEFCLD   14 
O_cuniculusB11        ----------------------------------------------MSSLSTANVEFCLD   14 
M_musculusB12         ----------------------------------------------MDSLTAANNKFCFD   14 
H_sapiensB12          ----------------------------------------------MDSLVTANTKFCFD   14 
B_taurusB12           ----------------------------------------------MDSLIAANTKFCFD   14 
P_marinusB6           ----------------------------------------------MDAVTEANTEFALD   14 
P_marinusB1           ----------------------------------------------MENVVAANAEFAID   14 
P_marinusB1-ähnlich   ----------------------------------------------MENVVAANAEFAID   14 
M_glutinosaSpn2       ------------------------------------------------------------    0 
M_glutinosaSpn1       ------------------------------------------------------------    0 
M_glutinosaSpn3       ------------------------------------------------------------    0 
D_rerioB6             ----------------------------------------------MEPLSAAHARFCLS   14 
E_luciusB6            ----------------------------------------------MASVSLANTSFSLD   14 
I_furcatusB6          ----------------------------------------------MESLSVANTNFALH   14 
M_musculusB2          ----------------------------------------------MEELSMANTMFALN   14 
H_sapiensB2           ----------------------------------------------MEDLCVANTLFALN   14 
O_cuniculusB2         ----------------------------------------------MEDLYVANTIFALN   14 
O_cuniculusB10        ----------------------------------------------MDSLATSINQFALE   14 
B_taurusB10           ----------------------------------------------MDFLAKSINQFALE   14 
H_sapiensB10          ----------------------------------------------MDSLATSINQFALE   14 
B_taurusB9            ----------------------------------------------MDALCEANGTFTLR   14 
H_sapiensB9           ----------------------------------------------METLSNASGTFAIR   14 
C_lupusB9             ----------------------------------------------MEALSEANGTFAIR   14 
M_musculusB8          ----------------------------------------------MDDLSEANGSFAIS   14 
B_taurusB8            ----------------------------------------------MDALCEANGTFAIN   14 
H_sapiensB8           ----------------------------------------------MDDLCEANGTFAIS   14 
M_musculusB6          ----------------------------------------------MDPLQEANGTFALN   14 
H_sapiensB6           ----------------------------------------------MDVLAEANGTFALN   14 
B_taurusB6            ----------------------------------------------MDALSEANGTFALT   14 
L_erinaceaB6-ähnlich  ------------------------------------------------------------    0 
D_rerioB1             ----------------------------------------------MEGVSRANSLFALD   14 
O_niloticusB1         ----------------------------------------------MSVVSSSNNAFALE   14 
E_luciusB1            ----------------------------------------------MASVSSCNTAFSLE   14 
C_punctatumB1         ----------------------------------------------MEELSKANCLFTLD   14 
S_torazameEST         ----------------------------------------------MDNLSKANCRFTLD   14 
X_laevisB1            ----------------------------------------------MENLSSACTHFCFD   14 
X_tropicalisB1        ----------------------------------------------MENLSSACTHFSFD   14 
A_carolinensisB1      ----------------------------------------------MDQLANANTHFALD   14 
M_gallopavoB1         ----------------------------------------------MESLSSANGRFALD   14 
O_anatinusB1          ----------------------------------------------MEQLSTANTRFTID   14 
H_sapiensB1           ----------------------------------------------MEQLSSANTRFALD   14 
E_caballusB1          ----------------------------------------------MEQLSTANTHFAVD   14 
C_punctatumV1_2       ----------------------------------------------MDSLTVANTKFAIL   14 
C_miliiB6-ähnlich     ------------------------------------------------------------    0 
C_miliiB6             ----------------------------------------------MDPLGVANTNFALE   14 
X_tropicalisB6        ----------------------------------------------MDSLSAANGTFAIN   14 
X_laevisB6            ----------------------------------------------MDSLSAANGTFAIN   14 
G_gallusB6            ----------------------------------------------MDSLSAANSTFALD   14 
C_mydasB6             ----------------------------------------------MDNLSKANTTFALN   14 
C_belliiB6            ----------------------------------------------MDNLSKANTTFALN   14 
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H_sapiensA1AT         LYRQLAHQSN----STNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNLTE------  110 
D_rerioB5             LLKQLCQKSK-----DNVLFSPLSISSALGLVLLGAKGETADQMYKVLQFFKE-------   62 
X_laevisB5            IFKKLCEKSA----TDNFVFSPICISTSLALLHRGSQGNTASELQKVLHFE---------   61 
X_tropicalisB5        IFKKLCEKSA----TDNFVCSPLCISSSLSLIRKGSQGNTASELEKALHFE---------   61 
T_guttataB5           MFKKLCEKDK----TANIIFSPLCTSTSLALAYKATKGDTAEQMKQVLHLQ---------   61 
M_musculusB5          LFKQLCERDP----AGNILFSPICLSTSLSLAQVGTKGDTANEIGQVLHFE---------   61 
H_sapiensB5           LFKQLCEKEP----LGNVLFSPICLSTSLSLAQVGAKGDTANEIGQVLHFE---------   61 
C_lupusB5             LFKQLCEKEP----AGNVLFSPICLSTSLSLAQVGAKGDTANEIGQVLHFE---------   61 
M_musculusB7          LFREMDSSQG----NGNVFFSSLSIFTALTLIRLGARGDCARQIDKALHFNIPSRQGNSS   70 
H_sapiensB7           LFREMDDNQG----NGNVFFSSLSLFAALALVRLGAQDDSLSQIDKLLHVNTASGYGNSS   70 
B_taurusB7            LFREMDSSQG----GENVFFSSLSLFTALALVRLGARGDCASQIDKVLHFNTFSRHGNSS   70 
B_taurusB13           LFKDLSKTDE-----GNVLFSPAGISTTIGMLPPMIRGATATQEQEVPFSEKDTESSRIK   69 
H_sapiensB13          LFKELKKTND-----GNIFFSPVGILTAIGMVLLGTRGATASQLEEVFHSEKETKSSRIK   69 
M_musculusB13         LFKELNKTND-----GNVFFSPVGISTAIGMIILGTRGATASELQKVLYTEQGTESSRIK   69 
M_musculusB3          MYRQLRES-D-----KNIFYSPISMMTALAMLQLGAKGNTEIQIEKVLQFIETTKKTTE-   67 
B_taurusB4            -------------------------------------------MQKVLHFNKIAENTRGG   17 
O_cuniculusB4         LFQLLGKSKE-----ENVFYSPFSIISALSMLFLGTRENTAQQIAK--------------   55 
H_sapiensB3           LFQQFRKSKE-----NNIFYSPISITSALGMVLLGAKDNTAQQIKKVLHFDQVTENTTGK   69 
H_sapiensB4           LFQQFRKSKE-----NNIFYSPISITSALGMVLLGAKDNTAQQISKVLHFDQVTENTTEK   69 
M_musculusB11         VFKELSSNNV----GENIFFSPLTTFYALSMLLLGTRGKSAEQMEKVLHYDSFSGVLKAK   70 
H_sapiensB11          VFKELNSNNI----GDNIFFSSLSLLYALSMVLLGARGETAEQLEKVLHFSHTVDSLKPG   70 
O_cuniculusB11        VFKELNSNNA----GDNIFFSPLSLLYALHMILLGARGNSAEQIKKVLHINHE-ESAKAE   69 
M_musculusB12         FFREISKDDA----HKNIFVCPLSLSAAFGMVRLGARGDSAHQIDEALHFNELSKDGHKE   70 
H_sapiensB12          LFQEIGKDDR----HKNIFFSPLSLSAALGMVRLGARSDSAHQIDEVLHFNEFSQNESKE   70 
B_taurusB12           LFQKISTDDC----RKNIFFCPLSLSAALGMVRLGARSGSARQIDQVLHFNEFSQNKGNE   70 
P_marinusB6           LFKALGAAAAGSGEGRNVFFSPASVSAALAMLLMGAKEETAAQMSKSLHLD---------   65 
P_marinusB1           VFRTLGAREV----GGNVFFSPLSISAALAMVLLGAKGQTSEQMSKVLCYE---------   61 
P_marinusB1-ähnlich   VFKTLGAREV----GGNVFFSPLSISAALAMVLLGAKGQTSEQMSKVLCYE---------   61 
M_glutinosaSpn2       ------------------------------------------------------------    0 
M_glutinosaSpn1       ------------------------------------------------------------    0 
M_glutinosaSpn3       ------------------------------------------------------------    0 
D_rerioB6             LFQKISDGDS----SQNVFFSPLSISAALSMLSLGAAGNTKDQMSQTLHFDG--------   62 
E_luciusB6            LFKKITEKNK----TGNVSYSPLSISSALAMVSLGARGNTATQMSEVLHFDK--------   62 
I_furcatusB6          LFTKIKEDNK----TRNVFYSPLSISSALAMVSLGAAGNTATQMSEVLHHNK--------   62 
M_musculusB2          LLKQIEKSNS----TQNIFISPWSISSTLAIVLLGAGGNTEQQMAKVLQFNEIGSYGITT   70 
H_sapiensB2           LFKHLAKASP----TQNLFLSPWSISSTMAMVYMGSRGSTEDQMAKVLQFNEVGANAVTP   70 
O_cuniculusB2         FFKHLAKANP----TQNLFFSPWSISSTMAMVYLGSRGSTEDQMAKVLQFKQVGGRDVTP   70 
O_cuniculusB10        FSKKLSESAE----GKNIFFSPWGISTSLAMVYLGTKGSTAAQVAQVLQFNRDQDMK-CP   69 
B_taurusB10           FSKKLAESAE----GKNIFFSPWGISASLAMVYLGTKGTTAAQMAQVLQFSRDQDSKFCP   70 
H_sapiensB10          LSKKLAESAQ----GKNIFFSSWSISTSLTIVYLGAKGTTAAQMAQVLQFNRDQGVKCDP   70 
B_taurusB9            LLKALCEHRP----SENVIFSPVSLSSVLAMVLLGAKGDTAAQMAQVLSLN---------   61 
H_sapiensB9           LLKILCQDNP----SHNVFCSPVSISSALAMVLLGAKGNTATQMAQALSLN---------   61 
C_lupusB9             LLKMLCQDDP----SRNVFYSPVIISSALAMVYLGAKGNTAAQVAQVLSLS---------   61 
M_musculusB8          LLKILSEKDK----SRNLFFCPMSVSSALAMVYLGAKGNTATQMSEVLGLS---------   61 
B_taurusB8            LLKMLGEEDH----LRNVFFSPLSLSSVLTMVLMGAKGNTAAQMSQALCLN---------   61 
H_sapiensB8           LFKILGEEDN----SRNVFFSPMSISSALAMVFMGAKGSTAAQMSQALCLY---------   61 
M_musculusB6          LLKILGE-DS----SKNVFLSPMSISSALAMVFMGAKGTTASQMAQALALDKCSGN----   65 
H_sapiensB6           LLKTLGK-DN----SKNVFFSPMSMSCALAMVYMGAKGNTAAQMAQILSFNKS-G-----   63 
B_taurusB6            LLKKLGE-GN----SKNVFISPLSISSALAMVLLGAKGNTAAQMCQTLSLNKSSG-----   64 
L_erinaceaB6-ähnlich  ------------------------------------------------------------    0 
D_rerioB1             LYRALSASSA----EGNIFFSPLSISAALSMVYLGARGDTAGEMEKVLSFS---------   61 
O_niloticusB1         LFCTLSQTNP----AGNIFVSPLSIISALAMVYLGAKGDTAAQMAQALSFS---------   61 
E_luciusB1            LYRVLRQ-NN----TGNIFISPFSISSALAMVYLGARGDTATQMAKALSFN---------   60 
C_punctatumB1         LFRELIESNQ----DGNIFFSPFSISVALAMVYLGAKNNTASQMAKTLHFD---------   61 
S_torazameEST         LFRKLIEENE----AGNIFFSPFSISTALAMVYLGARNNTASEMAKALHFD---------   61 
X_laevisB1            LFKKINENNS----TGNLFFSPISLSTALAMVFLGTKGKTAEQMSKTLHFD---------   61 
X_tropicalisB1        LFRKINENNA----TGNVFFSPISISTALAMVLLGARGNTAQQISRILHFD---------   61 
A_carolinensisB1      LFQKLTEANS----TGNIFFSPLNISSALAMVYLGAKGDTATLLSKACHFD---------   61 
M_gallopavoB1         LFRRVNETNP----SGNVFFSPLSISTALAMVLLGSRGNTEAQVLKTFHFD---------   61 
O_anatinusB1          LFGALNEANP----TGNIFVSPISISSALAMIYLGARGDTAAQVSKTFHFD---------   61 
H_sapiensB1           LFLALSENNP----AGNIFISPFSISSAMAMVFLGTRGNTAAQLSKTFHFN---------   61 
E_caballusB1          LFRALNESDP----TGNIFISPLSISSALAMIFLGTRGNTAAQVSKALYFD---------   61 
C_punctatumV1_2       LFKKLKEGKG----NENIFLSPLSISTALAMVYLGAKGNTAAEMAKVLHFD---------   61 
C_miliiB6-ähnlich     ------------------------------------------------------------    0 
C_miliiB6             LFKELTKADQ----SGNVFVSPLSISAALAMLYLGAKGETAAQMAKVLHFD---------   61 
X_tropicalisB6        FLKKINESNK----TGNIFVSPLSISSALSMVLLGAKGNTATQMSQVLKLD---------   61 
X_laevisB6            FFAKLNESNK----TGNIFVSPLSISSALAMVLLGAKGNTATQMSQVLKFD---------   61 
G_gallusB6            LLRELREKSS----TKNLFFSPFSISSALSMILLGSKGDTEAQIAKVLSLN---------   61 
C_mydasB6             LFKKLSENAN----TQNLFFSPLSISSALSMVFLGAKGNTAAQMAKVLSLD---------   61 
C_belliiB6            LFKKLSENAN----TQNLFFSPLSISSALSMVFLGAKGNTAAQMAKVLSLD---------   61 
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H_sapiensA1AT         ----------------------------------IPEAQIHEGFQELLRTLNQPD-SQLQ  135 
D_rerioB5             -------------------------------------T---IIYHDLYEAINQGG-KNRK   81 
X_laevisB5            -----------------------------------KVKDSDFGFQLLSSDISKVI-SIYS   85 
X_tropicalisB5        -----------------------------------KVKDPDFGFQLLSSDISKIS-SANS   85 
T_guttataB5           -----------------------------------DVKDVSFGFQTITSDVSKLS-SFFA   85 
M_musculusB5          -----------------------------------NVKDVPFGFQTVTSDVNKLS-SFYS   85 
H_sapiensB5           -----------------------------------NVKDVPFGFQTVTSDVNKLS-SFYS   85 
C_lupusB5             -----------------------------------NIKDVPFGFQTVTSDVNKLS-SFYS   85 
M_musculusB7          N----------------------------------NQPGLQYQLKRVLADINSSH-KDYE   95 
H_sapiensB7           N----------------------------------SQSGLQSQLKRVFSDINASH-KDYD   95 
B_taurusB7            D----------------------------------TQPGLQSQLKRVLSDINTSH-KDYD   95 
B_taurusB13           AE----------------------------EKELEKTEEIHHQLQRVLSEISKPN-DDYE  100 
H_sapiensB13          AEE------------------KEVVRIKAEGKEIENTEAVHQQFQKFLTEISKLT-NDYE  110 
M_musculusB13         SE----------------------------EEEIEKREEIHHQLQMLLTEISKFS-NDYD  100 
M_musculusB3          -K----------------------------SEHCDDEENVHEQFQKLITQLNKSN-DDYD   97 
B_taurusB4            AA----------------------------KEHVEKPGNVHHHFQQLLTELKKST-DAYE   48 
O_cuniculusB4         ---------------------------------VERSENVHLQFQKLLNELNKPT-DAYE   81 
H_sapiensB3           AA----------------------------TYHVDRSGNVHHQFQKLLTEFNKST-DAYE  100 
H_sapiensB4           AA----------------------------TYHVDRSGNVHHQFQKLLTEFNKST-DAYE  100 
M_musculusB11         T--------KN-------------------SSECSQVGVMHPDFRALISHINQQN----S   99 
H_sapiensB11          F--------KD-------------------SPKCSQAGRIHSEFGVEFSQINQPD-SNCT  102 
O_cuniculusB11        F--------KD-------------------SSECSQAGRIHSDFGVLISQINQLD-SNYT  101 
M_musculusB12         PNDPSPQSESKASDSSLEGQKQTSASQDQQGESTNDHQLLGCHFGKLLSRIDRDK-SYYT  129 
H_sapiensB12          PDPCLKSN------------------KQKAGSLNNESGLVSCYFGQLLSKLDRIK-TDYT  111 
B_taurusB12           PDPCLKKA------------------EQETESSKDESGLLSCYFGQLLSKLARIK-VDYT  111 
P_marinusB6           -----------------------------------GVEDVHGAYQSLLGAFSSTT-QGSV   89 
P_marinusB1           -----------------------------------GVSDVHEAFKGLLGTLKSPG-AGCV   85 
P_marinusB1-ähnlich   -----------------------------------GVSDVHEAFKGLLGTLKSPG-AGCV   85 
M_glutinosaSpn2       ------------------------------------------------------------    0 
M_glutinosaSpn1       ------------------------------------------------------------    0 
M_glutinosaSpn3       ------------------------------------------------------------    0 
D_rerioB6             -----------------------------------AESQIHAGFTKLLTEMNRAG-APHT   86 
E_luciusB6            -----------------------------------DNIKVHEGFSKLMSELNKEE-SMYK   86 
I_furcatusB6          -----------------------------------AKDDVHVSFNKLMAELNKAG-APYA   86 
M_musculusB2          RNP------ENFSGCDFAQQIQKEN-YPSAILQAQAGDKIHSAFSSLSSTINTPQ-GDYL  122 
H_sapiensB2           MTP------ENFTSCGFMQQIQKGS-YPDAILQAQAADKIHSSFRSLSSAINAST-GNYL  122 
O_cuniculusB2         VTP------ENFAGCEFTQQVQKGP-YPSAILQAQIRDTIHSSFNSLSSVINKST-GDYL  122 
O_cuniculusB10        ENE------KK----------------RKMEFNLGKVEEINSHFQMLISEIVKPS-NSYI  106 
B_taurusB10           DSE------KK----------------RKMEFNVGKPEEIYSDFQTLISEINSSS-HACI  107 
H_sapiensB10          ESE------KK----------------RKMEFNLSNSEEIHSDFQTLISEILKPN-DDYL  107 
B_taurusB9            -----------------------------------TETDFHQDFQQLLVELNKTD-TQYL   85 
H_sapiensB9           -----------------------------------TEEDIHRAFQSLLTEVNKAG-TQYL   85 
C_lupusB9             -----------------------------------TEKDIHQSFQSLLAEVNKPG-TQYL   85 
M_musculusB8          -----------------------------------GNGDVHQSFQTLLAEINKTD-TQYL   85 
B_taurusB8            -----------------------------------ESGDVHRGFQSLLREVSTSG-PKCL   85 
H_sapiensB8           -----------------------------------KDGDIHRGFQSLLSEVNRTG-TQYL   85 
M_musculusB6          -----------------------------------GGGDVHQGFQSLLTEVNKTG-TQYL   89 
H_sapiensB6           -----------------------------------GGGDIHQGFQSLLTEVNKTG-TQYL   87 
B_taurusB6            -----------------------------------GGEDVHQGFQNLLSEVNRRD-TQYL   88 
L_erinaceaB6-ähnlich  ------------------------------------------------------------    0 
D_rerioB1             -----------------------------------SVSDVHSHFESLISSINSPS-ASYI   85 
O_niloticusB1         -----------------------------------SGEGVHADFQKLNADINSPS-ASYI   85 
E_luciusB1            -----------------------------------LTKDVHTDFQTLNAVINSPA-ASYI   84 
C_punctatumB1         -----------------------------------QVQNVHSGFQEMQSEINRAD-AAYL   85 
S_torazameEST         -----------------------------------QVGDVHSGFEKMQSDINRAD-VAYL   85 
X_laevisB1            -----------------------------------AVKDLHSNFQTLNAEINKKDVSTYA   86 
X_tropicalisB1        -----------------------------------AVKDLHSNFQTLNAEINKKNVSSYA   86 
A_carolinensisB1      -----------------------------------AVEDLHVKLQALSTKINRSD-APYV   85 
M_gallopavoB1         -----------------------------------EVEDIHSRFRTLTADINRRD-SSCL   85 
O_anatinusB1          -----------------------------------AVDEVHSRFQSLNADINKRG-ASYV   85 
H_sapiensB1           -----------------------------------TVEEVHSRFQSLNADINKRG-ASYI   85 
E_caballusB1          -----------------------------------TVEDIHSRFQSLNADINKPG-APYI   85 
C_punctatumV1_2       -----------------------------------TDEDVHPKFKELMAGINDRD-KPYL   85 
C_miliiB6-ähnlich     ------------------------------------------------------------    0 
C_miliiB6             -----------------------------------KAQDIHSAFQKLNTDIHKAD-TQYL   85 
X_tropicalisB6        -----------------------------------KVDDAHCNFQSLISEINKSG-TNYL   85 
X_laevisB6            -----------------------------------KLDGAHCNFQSLISEINKPG-TNYL   85 
G_gallusB6            -----------------------------------KAEDAHNGYQSLLSEINNPD-TKYI   85 
C_mydasB6             -----------------------------------ETEDIHDGYQALISEINKPG-TNYL   85 
C_belliiB6            -----------------------------------KAEEIHDGYQSLISEINKPG-TNYV   85 
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H_sapiensA1AT         LTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFTVNFG-DTEEAKKQINDYVEKGTQ----  190 
D_rerioB5             LKLYNRMFGDRTIDFLDGYLDKCEEWCFAGIRNVDFKTNPEAARAQINTWVKNKTKVDCK  141 
X_laevisB5            LKLLKRVYVDNSIECKKDFINSTKKPYPLELETIDIKSRPEEARCQINSSVKELTD----  141 
X_tropicalisB5        LKLLKRVYVDNSIECKKDFINSAKKPYPLELETIDFKSQAEEARTQINSSVKELTD----  141 
T_guttataB5           LKMVKRLFVDKSLNPTTDFVNSTKRPFPSELELVEFKGKTEETREKINKSLSELTD----  141 
M_musculusB5          LKLVKRLYIDKSLNPSTEFISSTKRPYAKELETVDFKDKLEETKGQINSSIKELTD----  141 
H_sapiensB5           LKLIKRLYVDKSLNLSTEFISSTKRPYAKELETVDFKDKLEETKGQINNSIKDLTD----  141 
C_lupusB5             LKLIKRLYVDKSLNPSTEFISSTKRPYDKEMETVDFKDKLEETKGQINQSIKDLTD----  141 
M_musculusB7          LSIATGVFAEKVYDFHKNYIECAENLYNAKVERVDFTNDVQDTRFKINKWIENETH----  151 
H_sapiensB7           LSIVNGLFAEKVYGFHKDYIECAEKLYDAKVERVDFTNHLEDTRRNINKWVENETH----  151 
B_taurusB7            LSIANGLFAEKVFDIRKDYIECAKKLYNAKVERVDFTNDVEDTRYKINKWIENETH----  151 
B_taurusB13           LKIANRLFGEKTYLFLQKYLDYVEKHYHASLEPVDFVNAADESRKKINSWVESQTN----  156 
H_sapiensB13          LNITNRLFGEKTYLFLQKYLDYVEKYYHASLEPVDFVNAADESRKKINSWVESKTN----  166 
M_musculusB13         LIISNRLFGEKTYLFLQKYIDYVEKYYHASLEPVDFVNAADESRKKINSWVESQTN----  156 
M_musculusB3          LKAANSIYGAKGFPFLQTFLEDIKEYYQAKVESLDFEHATEESEKKINSWVESKTN----  153 
B_taurusB4            LSVANRLYGEKEFRFLQEYLDNVQKFYLASVESADFKNAAEESRKMINSWVESQTN----  104 
O_cuniculusB4         LKIANKFYGEKTFPFLQEYLDDINKYYLANAESVDFANAAEESQKKINSWVESQTN----  137 
H_sapiensB3           LKIANKLFGEKTYLFLQEYLDAIKKFYQTSVESVDFANAPEESRKKINSWVESQTN----  156 
H_sapiensB4           LKIANKLFGEKTYQFLQEYLDAIKKFYQTSVESTDFANAPEESRKKINSWVESQTN----  156 
M_musculusB11         LSVANRIYGTRSISFHKQYVRCCEKLYQAKLQTVDFELSTEETRKSINAWVKNKTN----  155 
H_sapiensB11          LSIANRLYGTKTMAFHQQYLSCSEKWYQARLQTVDFEQSTEETRKTINAWVENKTN----  158 
O_cuniculusB11        LSIANRLYGTKKIAFHQQYLTCSEKLYQTRLQTVDFEQSTEETRRTINAWVESKTN----  157 
M_musculusB12         LSMANRLYGEQEFPICSEYSDDVTEFFHTTVESVDFQKDSEKSRQEINFWVESQSQ----  185 
H_sapiensB12          LSIANRLYGEQEFPICQEYLDGVIQFYHTTIESVDFQKNPEKSRQEINFWVECQSQ----  167 
B_taurusB12           LSIANRLYGEREFPICPEYLDGVIQFYHTTVESVDFRKDSEKSRQEINFWVESQSQ----  167 
P_marinusB6           LRMANRLYGEKGYNFLQDFLDSSAKFYRAELAAVNFKGAFEEARKEINAWVEGQTE----  145 
P_marinusB1           LRVANRLYGEKSFGFLKGFLQATQKFYDAKLAAVDFTKSFDGVRKKINAWVEEKTD----  141 
P_marinusB1-ähnlich   LRLANRLYGEKTFGFLKEFLDMTEKFYEAELAAVDFTGAFNDVRKEINSWVEGNTE----  141 
M_glutinosaSpn2       ------------------------------------------------------------    0 
M_glutinosaSpn1       ------------------------------------------------------------    0 
M_glutinosaSpn3       ------------------------------------------------------------    0 
D_rerioB6             LSLASRLYGEQSCRFQETFLSDTRRLYGAELQPLDFISQPEASRGIINRWVEQQTH----  142 
E_luciusB6            LITANRLYGEQSHQYFETFLHDTKKHYNAELEAVDFMCNAETARQNINTWVEKQTT----  142 
I_furcatusB6          LSMANRLYAEQTYKFVEKFLKETKTHYHAELETVDFKANAESARVNINNWVEKQTN----  142 
M_musculusB2          LESANKLFGEKSARFKEEYIQLSKKYYSTEPEAVDFLECAEEAREKINSWVKTQTK----  178 
H_sapiensB2           LESVNKLFGEKSASFREEYIRLCQKYYSSEPQAVDFLECAEEARKKINSWVKTQTK----  178 
O_cuniculusB2         LESANKLFGEKSARFKDEYMKLSKKYYSTEPQAVDFLECAEEARKKINSWVNTQTK----  178 
O_cuniculusB10        LKTANRIYAEKAYPFHNKYLDDIRTYFGAEPQAVNFMEASDQIRKQINSWVESQTD----  162 
B_taurusB10           LKTANRIYGEKTFPFHKKYLEDVKTYFGAEPQSVNFIGASDQIRKEINSWVEKQTE----  163 
H_sapiensB10          LKTANAIYGEKTYAFHNKYLEDMKTYFGAEPQPVNFVEASDQIRKDINSWVERQTE----  163 
B_taurusB9            LRTANRIFGEKTYEFLSTFKESCLRFYYAELEQLSFAEAAEPSRKHINAWISKKTE----  141 
H_sapiensB9           LRTANRLFGEKTCQFLSTFKESCLQFYHAELKELSFIRAAEESRKHINTWVSKKTE----  141 
C_lupusB9             LRTANRLFGEKTCEFLPTFKESCVRFYSAELEQLPFAKAAEPSRKHINAWVSEKTE----  141 
M_musculusB8          LKSACRLFGEESCDFLSTFKESCHKFYQAGLEELSFAKDTEGCRKHINDWVSEKTE----  141 
B_taurusB8            LRTANRLFGEKTCDFLPAFKESCQKFYQADLEELSFAEDTEECRKHINDWVMEKTD----  141 
H_sapiensB8           LRTANRLFGEKTCDFLPDFKEYCQKFYQAELEELSFAEDTEECRKHINDWVAEKTE----  141 
M_musculusB6          LRTANRLFGDKTCDLLASFKDSCLKFYEAELEELDFQGATEESRQHINTWVAKKTE----  145 
H_sapiensB6           LRMANRLFGEKSCDFLSSFRDSCQKFYQAEMEELDFISAVEKSRKHINTWVAEKTE----  143 
B_taurusB6            LRTANRLFGEKTYDFLSSFKDSCHKFYQAEMEELDFVSATEQSRKHINTWVAEKTE----  144 
L_erinaceaB6-ähnlich  ------------------------------------------------------------    0 
D_rerioB1             LRLANRLYGEKTFSFLPEYLSSSLNLYHADLQAVDFIGASEQSRQLINKWVEEQTE----  141 
O_niloticusB1         LKLANRLYGENTAHFLPDFLEATQKYYQADLKAVDFVAAPEACRAEINSWVEQQTE----  141 
E_luciusB1            LKLANRLYGEETFGFLTDYLESTHKFYHADMKAVNFLGAAEESRAQINSWVELQTE----  140 
C_punctatumB1         LKVANRLYGEKAYSFLEEFFTSSMKFYGAKMSAVDFQTAANEVRQEINKWVEAETA----  141 
S_torazameEST         LKVANRLYGEKSYNFLEEFCKSTMKFYGAAMLPVDFETAADKTREEINKWVEVQTE----  141 
X_laevisB1            LNLANRLFGEKTFNFLPNFLSSVKKQYSADLGTVDFISALEDARKEINKWVSEQTK----  142 
X_tropicalisB1        LNLANRLFGEKSFKFLPDFLSSVKKQYNADLGTVDFISAAEDARKEINTWVSEQTK----  142 
A_carolinensisB1      LKLANRLYGEKTYCFLKDYLTSTQKLYGAELSMVDFLNAAQSVRTQINQWVEGQTE----  141 
M_gallopavoB1         LRIANRLFGEKSYSFLSDFLTNTQKLYGADLAAVDFLQAYGEARKEINQWVEEKTE----  141 
O_anatinusB1          LKLANRLYGEKTYSFLPDFLASTEKLYGASLTTTDFVKASEEARKEINQWVEGQTE----   141 
H_sapiensB1           LKLANRLYGEKTYNFLPEFLVSTQKTYGADLASVDFQHASEDARKTINQWVKGQTE----  141 
E_caballusB1          LKLANRLYGEKTYNFLADFLASTQKMYGAELASVDFQQAPEDARKEINEWVKGQTE----  141 
C_punctatumV1_2       LKLANRLFGEETHTFLKTFQNSASKFYDSQLAAVSFQSQPEAARKEINSWVDNRTE----  141 
C_miliiB6-ähnlich     ------------------------------------------------------------    0 
C_miliiB6             LKLANRLFGETTYGYLPDFLASTLKFYQAELAAVDFRNKPEEVRQQINAWAEAQTE----  141 
X_tropicalisB6        LRTANRLYGEKSYTFLEEFLGSTQKHYHADLKAVDFSRKAEESRGEINEWVAQKTE----  141 
X_laevisB6            LRTANRLYGEKSYTFLEEFLGSTQKHYHADLRAVDFCKKAEESRGEINEWVAQKTE----  141 
G_gallusB6            LRTANRLYGEKTFEFLSSFIESSQKFYHAGLEQTDFKNASEDSRKQINGWVEEKTE----  141 
C_mydasB6             LRIANRLYGEKTFKFLATFIDSCQKFYHAELEQLDFSRAAEDSRKHINAWVEEKTE----  141 
C_belliiB6            LRIANGLYGEKTFKFLATFIDSCQKFYHAELEQLDFSRAAEDSRKHINAWVEEKTE---- 141 
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H_sapiensA1AT         -----------GKIVDLVKE--LDRDTVFALVNYIFFKGKWERPFEVKDTEEEDFHVDQV  237 
D_rerioB5             PDADQKCDPYKNSIENLLGKEDVSKDSVLALISVMHFEARWAQSFE-------PLHTNKD  194 
X_laevisB5            -----------GNFEAVLNEGSCDEKTKIIMLGAASFKGNWVYKFNESETKEMDFHINKK  190 
X_tropicalisB5        -----------GNFETVLNEGSCDENTKIIMLGAASFKGKWVYTFNKSETKEMDFHINKK  190 
T_guttataB5           -----------GKMENVLNEDSVSDQTQILLVNAAYFVTNWMKKFPEAEIKECPFKVNKT  190 
M_musculusB5          -----------GHFEDILSENSISDQTKILVVNAAYFVGKWMKKFPESETKECPFRISKT  190 
H_sapiensB5           -----------GHFENILADNSVNDQTKILVVNAAYFVGKWMKKFSESETKECPFRVNKT  190 
C_lupusB5             -----------GRFENILADNSVSDQTKILVVNAAYFVGKWMKKFPESETKECPFRINKT  190 
M_musculusB7          -----------GKIKKVLGDSSLSSSAVMVLVNAVYFKGKWKSAFTKTDTLSCRFRSPTC  200 
H_sapiensB7           -----------GKIKNVIGEGGISSSAVMVLVNAVYFKGKWQSAFTKSETINCHFKSPKC  200 
B_taurusB7            -----------GKIRDVFHEGTISSSAVMVLVNAVYFKGKWESAFTKNQTQSCHFRSPKC  200 
B_taurusB13           -----------EKIKDLLPDGSLSSSIKLVVVNVIYFKGQWDREFKKENTKEEEFWLNKS  205 
H_sapiensB13          -----------EKIKDLFPDGSISSSTKLVLVNMVYFKGQWDREFKKENTKEEKFWMNKS  215 
M_musculusB13         -----------VKVKDLFPEGSLNSSTKLVLINTVYFKGLWDREFKKEHTKEEDFWLNKN  205 
M_musculusB3          -----------GKIKDLFPSGSLSSSTILVLVNAVYFKGQWNRKFNENHTREEKFWLNKN  202 
B_taurusB4            -----------GKIKELFPEDSLKSSTVLVLVNAVYFKGQWNQKFKEEHTAEEKFWLNKD  153 
O_cuniculusB4         -----------GKIKNLFPSGTLNSTTILVLVNAIYFKGEWDEKFNKEKTKEDKFWLNKN  186 
H_sapiensB3           -----------EKIKNLIPEGNIGSNTTLVLVNAIYFKGQWEKKFNKEDTKEEKFWPNKN  205 
H_sapiensB4           -----------EKIKNLFPDGTIGNDTTLVLVNAIYFKGQWENKFKKENTKEEKFWPNKN  205 
M_musculusB11         -----------GKITNLFAKGTIDPSSVMVLVSAIYFKGQWQNKFQKRETVKAPFHMGVG  204 
H_sapiensB11          -----------GKVANLFGKSTIDPSSVMVLVNTIYFKGQRQNKFQVRETVKSPFQLSEG  207 
O_cuniculusB11        -----------GKVTNLFGEGTIDPSSVMVLVNAIYFKGQWQNKFQERETVKAPFQLNEG  206 
M_musculusB12         -----------GKIKELFGKEAIDNSTVLVLVNAVYFKAKWEREFNSENTVDASFCLNEN  234 
H_sapiensB12          -----------GKIKELFSKDAINAETVLVLVNAVYFKAKWETYFDHENTVDAPFCLNAN  216 
B_taurusB12           -----------GKIKELFSKDSINSETVLVLVNAVYFKAKWEKYFDCENTVDAVFSLSES  216 
P_marinusB6           -----------GKIQDLLASGVVNSLTRLVLVNAVYFKGSWDAKFDPEVTRDAEFKINKN  194 
P_marinusB1           -----------GKIKDLLEEGTLDVMTRLVIVNAVYFKGKWTKKFNSQNTTQSNFHLNQR  190 
P_marinusB1-ähnlich   -----------GKIKDILAEGTVGSTTRLVVVNAVYFKGKWTTPFNLQNTAQTTFYLSKR  190 
M_glutinosaSpn2       ------------------------------------------------------------    0 
M_glutinosaSpn1       ------------------------------------------------------------    0 
M_glutinosaSpn3       ------------------------------------------------------------    0 
D_rerioB6             -----------EKIRDLLAEGSVDSLSRLVLVNAVYFKSSWERKFLEEHTHEQQFRTSRN  191 
E_luciusB6            -----------EKIKDLLPKGIVDEMTSLVLVNTIYFKSNWDRIFLQTSTTDAMFKLNKN  191 
I_furcatusB6          -----------EKIKNMLEKGAVDNSTRLVLVNAIYFKGSWEEQFKVETTQELPFKLNKK  191 
M_musculusB2          -----------GEIPNLLPEGSVDEDTKMVLVNAVYFKGKWKTPFEKKLNGLYPFRVNSH  227 
H_sapiensB2           -----------GKIPNLLPEGSVDGDTRMVLVNAVYFKGKWKTPFEKKLNGLYPFRVNSA  227 
O_cuniculusB2         -----------GKIPNLLPEGSIDGETRMVLVNAVYFKGKWKTPFEKKLNGLYPFRVNLT  227 
O_cuniculusB10        -----------GKILNLLPEDSVDSTTKMVLVNALYFKGTWEHQFSVKNTTEKPFRINKT  211 
B_taurusB10           -----------GKILNLLPDDAVDPTTRMVLVNALYFKGVWEHQFLVQNTTEKSFKINKT  212 
H_sapiensB10          -----------GKIQNLLPDDSVDSTTRMILVNALYFKGIWEHQFLVQNTTEKPFRINET  212 
B_taurusB9            -----------GKIPELLSADSINAETKLVLVNAVYFRGRWSEEFDKAYTREMPFRVNQK  190 
H_sapiensB9           -----------GKIEELLPGSSIDAETRLVLVNAIYFKGKWNEPFDETYTREMPFKINQE  190 
C_lupusB9             -----------GKIQELLPGGSIDAKTRLVLVNAIYFKGRWNEQFDKRYTREMPFRINQK  190 
M_musculusB8          -----------GKISEVLSPGTVCPLTKLVLVNAMYFKGKWKAQFDRKYTRGMPFKTN-Q  189 
B_taurusB8            -----------GKISEILGAGTVSPLTKLVLVNAIYFKGKWNEQFDRKHTRGMPFKTN-Q  189 
H_sapiensB8           -----------GKISEVLDAGTVDPLTKLVLVNAIYFKGKWNEQFDRKYTRGMLFKTN-E  189 
M_musculusB6          -----------DKIKEVLSPGTVNSDTSLVLVNAIYFKGNWEKQFNKEHTREMPFKVSKN  194 
H_sapiensB6           -----------GKIAELLSPGSVDPLTRLVLVNAVYFRGNWDEQFDKENTEERLFKVSKN  192 
B_taurusB6            -----------GKIRDLLPANSVNPMTRLVLVNAIYFKGNWDTQFNKEHTEERPFRVSKN  193 
L_erinaceaB6-ähnlich  ------------------------------------------------------------    0 
D_rerioB1             -----------NKIRDLLKPGMVTGMTRLALVNAIYFKGNWLQRFNAQDTKEMPFKINQK  190 
O_niloticusB1         -----------NKIKDLLKPGTVSKYTRLALVNAVYFKGNWSNRFDEANTEEMPFKVKQN  190 
E_luciusB1            -----------NKIKDLLKPGTVSSMTTLALVNAIYFKGNWLNRFDQKETQEMPFKLNQN  189 
C_punctatumB1         -----------NKIKDLLAEGPVDSDTRLVLVNAIYFKGTWAETFDEQDTREMPFKLNKN  190 
S_torazameEST         -----------GKIRDLLAQGSLDSDTRLVLVNAIYFKGSWAEKFDVRCTEEMPFRLNKN  190 
X_laevisB1            -----------GKIPEVLSTGTVDRSTKLVLVNAIYFKGDWAKKFNAEHTTDMPFQLNKK  191 
X_tropicalisB1        -----------GKIPEVLSAGAVNSFTKLVLVNAIYFKGDWAKKFKAEHTKDMPFQLNKK  191 
A_carolinensisB1      -----------GKITELLSEDSVNELTKLVLVNAIYFKGSWEEKFDKFDTTDKPFRLSKK  190 
M_gallopavoB1         -----------GKIPDLLSEGSVNSMTKLVLVNAIYFKGNWAEKFEEANTAEMPFRLNKN  190 
O_anatinusB1          -----------GKIPELLAEGIVDSLTKLVLVNAIYFKGNWAEKFDEKATSDKPFRLNKK  190 
H_sapiensB1           -----------GKIPELLASGMVDNMTKLVLVNAIYFKGNWKDKFMKEATTNAPFRLNKK  190 
E_caballusB1          -----------GKIPELLVKGMVDNMTKLVLVNAIYFKGNWQEKFMKEATRDAPFRLNKK  190 
C_punctatumV1_2       -----------GKIQNILPERSITHDTKLALVNAIYFKGQWSSKFTENKTYVKSFWLNKK  190 
C_miliiB6-ähnlich     ------------------------------------------------------------    0 
C_miliiB6             -----------GKIKDLLAPNIVDSFTRLVLVNAIYFKGNWERKFNAESTHERPFKISKN  190 
X_tropicalisB6        -----------GKIKDLLSSGSVDSLTRLVLVNAIYFKGNWANKFNPDHTHESPFRLNKN  190 
X_laevisB6            -----------GKINDLLPVGAVDSLTRLVLVNAIYFKGNWANKFNPEHTHEMPFRLNKN  190 
G_gallusB6            -----------GKIQKLLAEGIINSMTKLVLVNAIYFKGNWEEKFDKERTKEMPFKINKN  190 
C_mydasB6             -----------GKIQNLLAQGVVDSMTRLVLVNAIYFKGNWETQFNKDCTVERQFKINKN  190 
C_belliiB6            -----------GKIQNLLAQGVVDSMTRLVLVNAIYFKGNWATQFNKNCTMEKQFKINKN  190 
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H_sapiensA1AT         TTVKVPMMKRLGM   FNIQHCKKLSSWVLLMKYLGNATAIFF-LPDE-----GKLQHLENEL  291 
D_rerioB5             KAQNGQMMQTTQI   FPLGEIPDADSKMLEIPYENSDVSFLIILPNQ----NDGLPKLLDSM  250 
X_laevisB5            ETKPVQMMHLEAR   LSIGYINELKTMVLELPFTSKHLSILILLPKDIEDDSTGLKKLEQDM  250 
X_tropicalisB5        ETKPVQMMHLEAR   LSIGYINELKTMVLEMPFQSKHFSMLILLPKDIEDDSTGLKKLEQDM  250 
T_guttataB5           ETKPVQMMNLEAT   FCLGYVKDLNVAILELPCLNKHISMLILLPKEIEDETTGLEKLEKAL  250 
M_musculusB5          DTKPVQMMNLEAT   FCLGNIDDISCKIIELPFQNKHLSMLIVLPKDVEDESTGLEKIEQQL  250 
H_sapiensB5           DTKPVQMMNMEAT   FCMGNIDSINCKIIELPFQNKHLSMFILLPKDVEDESTGLEKIEKQL  250 
C_lupusB5             DTKPVQMMSMEAT   FCMGNVDGINCKIIELPFQNKHLSMLILLPKDVEDESTGLEKVEQQL  250 
M_musculusB7          PGKVVNMMHQERR   FNLSTIQQPPMQVLELQYHG-GISMYIMLPED------GLCEIESKL  253 
H_sapiensB7           SGKAVAMMHQERK   FNLSVIEDPSMKILELRYNG-GINMYVLLPEN------DLSEIENKL  253 
B_taurusB7            PGKAVAMMHQERK   FNLSVIKDPSMQVLELRYHG-GISMYIMLPDN------DLSQIENKL  253 
B_taurusB13           TSKSVPMMTQRQS   FSFKTLEDVPAKILGLPYRSHDLSMFVLLPND----IDGLEKIIDKI  261 
H_sapiensB13          TSKSVQMMTQSHS   FSFTFLEDLQAKILGIPYKNNDLSMFVLLPND----IDGLEKIIDKI  271 
M_musculusB13         LSKPVQMMALCSS   FNFTFLEDLQAKIVGIPYKNNDISMFVLLPND----IDGLEKIMDKM  261 
M_musculusB3          TSKPVQMMKQRNK   FNFSFLGDVHAQIVEIPYKGKDLSMFVLLPME----IDGLKQLEEQL  258 
B_taurusB4            TSKPVRMMKQTNS   FKFVSLEDVQAKILEIPYKGEELSMMVLLPNE----VDGLQELEDQL  209 
O_cuniculusB4         TSKPVQMMKQRNH   FNFALLEDVQAKILEIPYKGKDLSMIVLLPNE----IDGLQKLEEQL  242 
H_sapiensB3           TYKSIQMMRQYTS   FHFASLEDVQAKVLEIPYKGKDLSMIVLLPNE----IDGLQKLEEKL  261 
H_sapiensB4           TYKSVQMMRQYNS   FNFALLEDVQAKVLEIPYKGKDLSMIVLLPNE----IDGLQKLEEKL  261 
M_musculusB11         KSAVVNMMYQTGT   FKLAIIKEPEMQVLELPYANNKLRMIILLPVG----TASVSQIEKHL  260 
H_sapiensB11          KNVTVEMMYQIGT   FKLAFVKEPQMQVLELPYVNNKLSMIILLPVG----IANLKQIEKQL  263 
O_cuniculusB11        RSVLVEMMYQMGT   FKLAVIKRPQMQVLELPYVNNKLSMIILLPTG----TTKLEQIAKQL  262 
M_musculusB12         EKKTVKMMNQKGK   FRIGFIDELQAQILEMKYAMGKLSMLVLLPSCSEDNVNSLQELEKKI  294 
H_sapiensB12          ENKSVKMMTQKGL   YRIGFIEEVKAQILEMRYTKGKLSMFVLLPSHSKDNLKGLEELERKI  276 
B_taurusB12           EKKNVKMMNQNGL   FRIGFVDELKAQILELPYTKGKLDMVVLLPSGSADNLKALEELERNI  276 
P_marinusB6           EKKPVKMMYKKAK   YNFSHVEELNVNIVELPYEGHKLSMVILVPLAIEDETTGLEKVESAL  254 
P_marinusB1           ETKQVQMMSQKNT   FQHGFVQNMNLNVLELPYVGNALSMIILLPAAIEDETNGLEKLEREL  250 
P_marinusB1-ähnlich   ETKPVQMMFQEKK   FRHGFVPHMNLKVLELPYVGNELSMIILLPAAIEDETTGLEKLEREL  250 
M_glutinosaSpn2       -------------   ----------------------------------------KMLEKEL    7 
M_glutinosaSpn1       -------------   --------------------------------------------KEL    3 
M_glutinosaSpn3       -------------   -----------------------------------------MLEKEL    6 
D_rerioB6             ESKPVQMMFQKGR   FPLAFIPDVNCQILELPYAGKELSMLVLLPNAMEDDGTGLEKLERAL  251 
E_luciusB6            QSKPVKMMHQKDY   FPLTFIPEVNCQILELPYEGKQLSMLIMLPNDIEDDTTGLEKLEKQL  251 
I_furcatusB6          ETKPVQMMNQEAE   FPLAFIPDLWCKILEMPYKGMELSMLIMLPFEIEDNTTGLEKLEHQL  251 
M_musculusB2          ESIPVQMMFLHAK   LNIGYIKDLKTQILELPHTG-NISMLLLLPDEIEDASTGLELLESEI  286 
H_sapiensB2           QRTPVQMMYLREK   LNIGYIEDLKAQILELPYAG-DVSMFLLLPDEIADVSTGLELLESEI  286 
O_cuniculusB2         ERKPVQMMYLREK   LNIGYIQDLKAQILELPYAG-NVSMLLLLPDEFADASTGLELLESAI  286 
O_cuniculusB10        TSKPVQMMSLKQE   LLIFHIQNPQATGLQLYYENRDLSLFILLPED----ISGLEQLEKTM  267 
B_taurusB10           TSKPVQMMSMKEK   LQVFYIESPQAMGLQLYYESRDLSLLILLPED----VDGLDQLEKTI  268 
H_sapiensB10          TSKPVQMMFMKKK   LHIFHIEKPKAVGLQLYYKSRDLSLLILLPED----INGLEQLEKAI  268 
B_taurusB9            EQRPVQMMFQDSE   FRLAHIKEVQAKVLELPYAGEELSMLVLLPDD----HVPLNSVEKHL  246 
H_sapiensB9           EQRPVQMMYQEAT   FKLAHVGEVRAQLLELPYARKELSLLVLLPDD----GVELSTVEKSL  246 
C_lupusB9             EQRPVQMMYQEAT   FKLAYIEELQTQVLELPYVGDELSMLILLPDD----HVELSSVESHL  246 
M_musculusB8          EKKTVQMMFKHAK   FKMGHVDEVNMQVLALPYAEEELSMVILLPDE----STDLAVVEKAL  245 
B_taurusB8            EKKTVQMMFKQAK   FKMGHVEEVPAQVLELPYVGAELSMLILLPDE----NTDLAVVEKAL  245 
H_sapiensB8           EKKTVQMMFKEAK   FKMGYADEVHTQVLELPYVEEELSMVILLPDD----NTDLAVVEKAL  245 
M_musculusB6          EEKPVQMMFKKST   FKMTYIGEIFTKILLLPYVSSELNMIIMLPDE----HVELSTVEKEV  250 
H_sapiensB6           EEKPVQMMFKQST   FKKTYIGEIFTQILVLPYVGKELNMIIMLPDE----TTDLRTVEKEL  248 
B_taurusB6            VEKPVQMMFKKST   CKITYIGEISTQILVLPYVGQELNMVILLPSE----STDLNTVEKAL  249 
L_erinaceaB6-ähnlich  -------------   ------------------------------------------LEQAL    5 
D_rerioB1             ENRPVQMMYQKKK   FPFNYIYDHRVQVLELPYVKEELSMLILLPEETQDGSDPLLKLESEL  250 
O_niloticusB1         ETVPVQMMYQREE   LPYNYIPDHDLQILELPYVGEELSMFILLPKESSDGSDPLLKLEKEL  250 
E_luciusB1            ESKPVQMMHQMKK   FPFNYVPDYNLQIVELPYVDEELSMFVLLPEEATDGADPLVKLEREL  249 
C_punctatumB1         ETKPVKMMYQMKK   FFISRVQESKLQVLELPYAGNDLSMIILLPDDIMDDSTGLKQLEQEL  250 
S_torazameEST         ESKPVKMMYQTNK   FFFRPVPEFKLHILELPYVDNDLSMIILLPDDIMDDSTGLKQLEQAL  250 
X_laevisB1            EQKTVKMMYQKEK   LPFNYIPDINCRILELPYVDYELSMIIILPDNINDDTTGLQQLEKEL  251 
X_tropicalisB1        EQKTVKMMYQMEK   LPFNYIPEINCRVLELPYVDYELSMVIVLPDNINDDTTGLQQLEKEL  251 
A_carolinensisB1      EKKNVKMMFMKKK   LPFGYIDDCKCRVLELPYQGKELSMILLLPDDIEDDSTGLEQLEKQL  250 
M_gallopavoB1         ERKTVKMMYQKKK   FRFGYISDMKTRVLELPYDEREFSMIILLPDDIEDDSTGLQKLEKQL  250 
O_anatinusB1          EQKTVRMMYQKKK   LPYGYVEEMKCHVLELPYVDKELSMIILLPDDIEDDSTGLKNIEKQL  250 
H_sapiensB1           DRKTVKMMYQKKK   FAYGYIEDLKCRVLELPYQGEELSMVILLPDDIEDESTGLKKIEEQL  250 
E_caballusB1          DTKTVKMMYQKKK   FPYNYIEDLKCRVLELPYQGKELSMIILLPDDIEDESTGLEKIEKQL  250 
C_punctatumV1_2       ESKPINMMFQEEE   FYLGYIEELQTKVLELPYIQNELSMIILLPDSINDNSTGLEQLEQTL  250 
C_miliiB6-ähnlich     -------------   ---------------------------------------LKQLEQVL    8 
C_miliiB6             ETKPVQMMRQKAK   FNNTYIREVETRILELPYVQKELSMIIMLPDL-KDDASGLEKLQNGL  249 
X_tropicalisB6        ETKPVQMMFKKAK   FPMTYIGELFTKVVEIPYVDNELSMIILLPDDINDGTTGLEALEKEL  250 
X_laevisB6            ETKPVQMMYKKAK   FPMTYVGELFTKVIEIPYVDNELSMIILLPDDINDGTTGLEKLEKEL  250 
G_gallusB6            ETKPVQMMFRKGK   YNMTYIGDLETKILEIPYIGNELSMIVLLPDAIQDESTGLEKLEREL  250 
C_mydasB6             ETKPVQMMFKKAK   FNMSYMADFRTKILDLPYVDNETSMIILLPDEIQDNSTGLEQLEREL  250 
C_belliiB6            ESKPVQMMFKKAK   FNMRYVGEFHTKILDLPYVDKETSMIILLPDEIQDNSTGLEQLEREL  250 
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H_sapiensA1AT         THDIITKFLENEDRR---SASLH   LPKLSITGTYDL   KSVLGQLGITKVFSN-GADLSGVTE  347 
D_rerioB5             THEKILMWTQSHWMTPT-EVTVD   MPIFQLKEKYDL   EEAMKALGMTDVFGD-SCDLSGMAS  308 
X_laevisB5            TFEKYAQWTNPSMMANS-KVKVY   LPKFKLESSFDL   KDMLKSLGINDAFNEEASDFSGMTE  309 
X_tropicalisB5        TFEKYTHWTNPSMMANS-KVKVS   LPKFKMENSYDL   KDMLKSLGINDAFNEEASDFSEMTE  309 
T_guttataB5           TPETLLQWTNPSMMANT-KVNVF   LPKFSVEGDYDL   KPLLESLGMTNIFNESASDFSEMCE  309 
M_musculusB5          NPETLLQWTNPSTMANA-KVKLS   LPKFKVEKMIDP   KASLESLGLKSLFNESTSDFSGMSE  309 
H_sapiensB5           NSESLSQWTNPSTMANA-KVKLS   IPKFKVEKMIDP   KACLENLGLKHIFSEDTSDFSGMSE  309 
C_lupusB5             NSETLLQWTNPSTMANA-KVKLS   IPKFKVEKIIDP   KASLENLGLKNIFNENTSDFSGMSE  309 
M_musculusB7          SFQNLMDWTNRRKMKSQ-YVNVF   LPQFKIEKNYEM   THHLKSLGLKDIFDESSADLSGIAS  312 
H_sapiensB7           TFQNLMEWTNPRRMTSK-YVEVF   FPQFKIEKNYEM   KQYLRALGLKDIFDESKADLSGIAS  312 
B_taurusB7            TFQNLMDWTNPRKMKAQ-YVEVF   LPQFKIEKNYEI   KHYLEALGLTDIFDESRADLSGIAA  312 
B_taurusB13           TPEKLIEWTSAGRMEER-AVDLH   LPRFRAAGSYDL   EAASAGLC--------AAGLAGSPV  312 
H_sapiensB13          SPEKLVEWTSPGHMEER-KVNLH   LPRFEVEDSYDL   EAVLAAMGMGDAFSEHKADYSGMSS  330 
M_musculusB13         SPEKLVEWTSPGHLEQR-RVDLR   LPRLQVEETYDL   EPVLEAVGIHSAFSEH-ADYSGMSA  319 
M_musculusB3          TTDKLLEWIKAENMHLT-ELYLS   LPRFKVEEKYDL   QVPLEHMGMVDAFDPQKADFSGMSS  317 
B_taurusB4            TAEKLIAWTSPQNMRKR-EVDLY   LPRFKVEESYDL   VATLRALGMVDAFIFRVANFSGMTG  268 
O_cuniculusB4         TAEKLIKWMSSQNMKKT-YVKLH   LPKFKIEEKYEL   SSVLEAMGVVDAFSPQNANLSGMSE  301 
H_sapiensB3           TAEKLMEWTSLQNMRET-RVDLH   LPRFKVEESYDL   KDTLRTMGMVDIFNG-DADLSGMTG  319 
H_sapiensB4           TAEKLMEWTSLQNMRET-CVDLH   LPRFKMEESYDL   KDTLRTMGMVNIFNG-DADLSGMTW  319 
M_musculusB11         NVKMLREWTNPSNMVER-EVDVH   IPKFSLSVKYDL   NTLLKSLGMRDIFNVANADLSGMSP  319 
H_sapiensB11          NSGTFHEWTSSSNMMER-EVEVH   LPRFKLEIKYEL   NSLLKPLGVTDLFNQVKADLSGMSP  322 
O_cuniculusB11        NARALQEWIGPSHMVER-EVEVH   LPRFKLEIQYEL   NSLLKSLGMADIFNQGKADLSGMSS  321 
M_musculusB12         NHEKLLAWSSSENLSEK-PVAIS   FPQFNLEDSYDL   KSILQDMGIKDVFDETKADLTGISK  353 
H_sapiensB12          TYEKMVAWSSSENMSEE-SVVLS   FPRFTLEDSYDL   NSILQDMGITDIFDETRADLTGISP  335 
B_taurusB12           TYEKLVSWSSSENMSEK-RVAVS   FPRFTLEDSYDL   NPILQDMGITDIFDETKADLSGISP  335 
P_marinusB6           TLKSLRQWTSPENMSKL-EVELH   LPRFRLEKSYTL   NEHLQRLGMASVFTQGEADFSGING  313 
P_marinusB1           NLQNLQTWTSPTTMRSG-DVLLH   LPRFRLEQSYTL   NKPLSILGMGDLFSPLTADLSGMDG  309 
P_marinusB1-ähnlich   NLLNLQTWTSPTTMRSG-DVLLH   LPRFRLEQSYTL   NEPLSSLGMGDLFSPLTADLSGMDG  309 
M_glutinosaSpn2       NLXKLXEWTHSSKMFKK-KLEVF   LPKFRXETLYGL   RNPLSELGXPDXXSAKTADXSGIXG   66 
M_glutinosaSpn1       NLEKLREWTHSSKMFKK-KLEVF   LPKFRLETLYGL   RKPLSELGMPDAFSAKTADFSGITG   62 
M_glutinosaSpn3       NLEKLREWTHSSKMFKK-KLEVF   LPKFRLETLYGL   RKPLSELGMPDAFSAKTADFSGITG   65 
D_rerioB6             TLETLTDWTRSDMMDVL-EVEVS   LPRLRVEERLEL   KPLLVELGMPDAFDPQRADFSGVCA  310 
E_luciusB6            TFRNFVEWTKPDKMKVE-QVEVG   LPKFKLEENLEL   GEMLVSMGMIDAFDKTKSDFSGMLS  310 
I_furcatusB6          TYDNFMEWTRPDMMDTV-QVQVS   LPRFKLEETYDM   KELLISMGMVDAFDMGKCDFSHMSP  310 
M_musculusB2          NFANFNKWISKDTLDED-DVVVY   IPKFKLAQSYEL   KSILQSMGMEDAFNKGKANFSGMSE  345 
H_sapiensB2           TYDKLNKWTSKDKMAED-EVEVY   IPQFKLEEHYEL   RSILRSMGMEDAFNKGRANFSGMSE  345 
O_cuniculusB2         TYDKLQKWTSKDTMAED-DVEVY   LPQFKLEERYEL   KSILRSMGMEDAFNKGQANFQGMSE  345 
O_cuniculusB10        THEKLNEWTSEEMMELY-DVQLH   LPKFKLEESYDL   KSPLTSMGMSDAFSQGKADFSGMSL  326 
B_taurusB10           TYEKLSEWTSADMMELC-NVQLN   LPKFKLEETYDL   KSTLSSMGMSDAFNQSKADFSGMSS  327 
H_sapiensB10          TYEKLNEWTSADMMELY-EVQLH   LPKFKLEDSYDL   KSTLSSMGMSDAFSQSKADFSGMSS  327 
B_taurusB9            TWEKFLAWTHPDSMKKT-QVSVF   LPKFKLGKTYNM   RSVLSGLRVAEAFQPGRADFSGMSH  305 
H_sapiensB9           TFEKLTAWTKPDCMKST-EVEVL   LPKFKLQEDYDM   ESVLRHLGIVDAFQQGKADLSAMSA  305 
C_lupusB9             TWERFRAWTRPACMRST-DVEVF   LPRLQLGEEYDL   AAVLGPLGMADAFQGDKADFSAMSA  305 
M_musculusB8          TYEKLRAWTNPETLTES-QVQVF   LPRLKLEESYDL   ETVLQNLGMTDAFEETRADFSGMTT  304 
B_taurusB8            TYEKFRTWTSPEKLTEE-KVQVF   LPRLKLEASYDL   EAFLRSLGMTDAFEEAKADFSGMSA  304 
H_sapiensB8           TYEKFKAWTNSEKLTKS-KVQVF   LPRLKLEESYDL   EPFLRRLGMIDAFDEAKADFSGMST  304 
M_musculusB6          TYEKFIEWTRLDKMDEE-EVEVF   LPKFKLEENYNM   NDALYKLGMTDAFG-GRADFSGMSS  308 
H_sapiensB6           TYEKFVEWTRLDMMDEE-EVEVS   LPRFKLEESYDM   ESVLRNLGMTDAFELGKADFSGMSQ  307 
B_taurusB6            TYEKFIAWTKPDVMDEE-EVEVF   LPRFTLEESYDM   EEFLQELGMTDAFEETRADFSGMSS  308 
L_erinaceaB6-ähnlich  ANNSLLKWINLENMRRR-KVEVH   LPRFKLEDQFQL   EEILPAMGMRDAFDSLGADFTGMSE   64 
D_rerioB1             TIDKLHEWTNRNNMDTQTDIIVH   LPRFKLEIESSL    VEILMGMGMSSVFQEGKADLTGMTG  310 
O_niloticusB1         TQERLNEWTDRKNMKTHLQILVY   LPKFKLEENYQL   SETLGKLGMKDVFSAGRADLSGMNG  310 
E_luciusB1            TVDKLDEWTRRENMDTGTDIIVH   LPKFKLEEEYKL   IEPLVALGMKDVFTGGLADLSGMNG  309 
C_punctatumB1         TLEKLQEWTHPNHMRKL-DVHVR   LPKFKLEGDYEL   NSPLSSLGMGDVFDSTRADLSGMSA  309 
S_torazameEST         TLEKLQEWTLPNQMQKP-EVDVR   LPKFKLEEEYDL   IRPLSSLGMRDLFDRSRADLSGMSG  309 
X_laevisB1            SLEKIHEWTEN--MMP-TDVHIH   LPKFKLEDSYKL   KSQLAGMGMVDLFNSGSADLSGMSG  308 
X_tropicalisB1        SLEKINEWTEN--MMP-IDVHVH   LPKFKLEDSYKL   KSQLAGMGMADLFEAGSADLSGMSG  308 
A_carolinensisB1      ILGNLQKWTCSQNMYSNHEVYVH   LPKFKLEESYDL   QSYLEALGLRDVFDSGKADLSGMSR  310 
M_gallopavoB1         TFEKLQEWTCPEHLYST-DVHVH   LPRFELEESYDL   KSDLAAMGLLDIFDSAKADLSGMSG  309 
O_anatinusB1          TLEKLREWTRSENLESL-DVHVR   LPKFKLEDSYNL   NSHLSRLGLKDLFVSGRADLSGMSG  309 
H_sapiensB1           TLEKLHEWTKPENLDFI-EVNVS   LPRFKLEESYTL   NSDLARLGVQDLFNSSKADLSGMSG  309 
E_caballusB1          TLEKLREWTKPENLYLA-EVNVH   LPRFKLEESYDL   TSHLARLGVQDLFNRGKADLSGMSG  309 
C_punctatumV1_2       TYENLLLWTNQANMMKI-KVRVH   LPRFKLEDQFNL   KDVLSAMGMTEAFDQVKANFTGMSE  309 
C_miliiB6-ähnlich     TYEKLLDWTKEEYMEKI-KVKIQ   LPKFKLEDQFDL   NSTLSEMGMADAFLDFKADFSGMTG   67 
C_miliiB6             TFDKLLDWTDPDKMEND-EIVVM   LPKFKMENTYDF   TSTLGGMGMVDAFDSLKANFSGMTE  308 
X_tropicalisB6        TYEKFLKWTNPEMMDIT-EMELS   LPKFKLEDDYDL   ESFLSTMGMSDAFDQRRADFSGMSS  309 
X_laevisB6            TYEKFLQWTNPEMMDIT-EMELS   LPKFKLEDDYDL   ESLLSKMGMSDAFDQGRADFSGMSG  309 
G_gallusB6            TYEKLMDWINPEMMDST-EVRLS   LPRFKLEENYDL   KPILSNMGMRDAFDLRMANFSGISS  309 
C_mydasB6             TYEKLIEWINAE-MDYS-EVEVF   LPRFKLVQTYDL   KPVLKSMGMADAFDERKVDLSGMSA  308 
C_belliiB6            TYEKFTEWINPEMMDYT-EVEVC   LPRFKLEQAYDL   KPVLKSMGMADAFARDKVDLSGMSA  309  
                                                   α-Helix H                    s2C                  s6A            α-Helix I 
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H_sapiensA1AT         EAPLKLSKAVHKAVLTIDEKGTEAAGAMFLEA------IPMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQ  401 
D_rerioB5             -GKLKLSKVVHGCSVNVDEKGINADTGNGGVV-KSLCCK--VPTNRFVADRPFLFFIRHN  364 
X_laevisB5            SKDTSISQAIHKACIEVNEDGTEAPDVTMERR------L--MNKEEFCADRPFIFILRHN  361 
X_tropicalisB5        SKGISISQAIQKACIEVDEDGTESADVSMERR------L--MNKEEFLADHPFIYILRHN  361 
T_guttataB5           TKGVVVSKIIHKVSLEVNEQGGDSREVPGYRI------L--QHKDEFKADHPFIFLFRHN  361 
M_musculusB5          TKGVSLSNVIHRVCLEITEDGGESIEVPGSRI------L--QHKDEFNADHPFIYIIRHN  361 
H_sapiensB5           TKGVALSNVIHKVCLEITEDGGDSIEVPGARI------L--QHKDELNADHPFIYIIRHN  361 
C_lupusB5             TKGVALSNVIHRVCLEITEDGGDSIEVPGSRI------L--QHKDEFNADHPFIYIIRHN  361 
M_musculusB7          GGRLYVSKLMHKSFIEVSEEGTEATAATENNI--VEKQL--PESTVFRADRPFLFVIKKN  368 
H_sapiensB7           GGRLYISRMMHKSYIEVTEEGTEATAATGSNI--VEKQL--PQSTLFRADHPFLFVIRKD  368 
B_taurusB7            GGRLYVSKLMHKSYIEVTEEGTEATAATGSNI--VEKQL--PEPSVFRADHPFLFIIKKG  368 
B_taurusB13           GAGLRAQRLLHRSVLEVTEAGTEAAAATAVGF--AVTPA--QDWERFHCNHPFLFFIRHN  368 
H_sapiensB13          GSGLYAQKFLHSSFVAVTEEGTEAAAATGIGF--TVTSA--PGHENVHCNHPFLFFIRHN  386 
M_musculusB13         RSGLHAQNFLHRSFLVVTEEGVEATAGTGVGL--KVSSA--ASCELVHCNHPFLFFIRHR  375 
M_musculusB3          IPGLVVSKVLHKSFVEVNEEGTEAAAATGVEV--SVRSA--QIAEDFCCDHPFLFFIIHR  373 
B_taurusB4            SGDLAISKVFHKSFVEVTEEGTEAAAATGVGV-AVLTSL--PIRESFRCDHPFLFLIKHI  325 
O_cuniculusB4         HQGLVVSKVLHKSFVELAEEGTEAAAATGMVI--RVTSA--QMHEEFFCDHPFLFLIKQN  357 
H_sapiensB3           SRGLVLSGVLHKAFVEVTEEGAEAAAATAVVG-FGSSPT--STNEEFHCNHPFLFFIRQN  376 
H_sapiensB4           SHGLSVSKVLHKAFVEVTEEGVEAAAATAVVV-VELSSP--STNEEFCCNHPFLFFIRQN  376 
M_musculusB11         DKGLYLSKVVHKSYVDVNEEGTEAAAATGESI--SVKRL--PVTVQFTANCPFLFFIWDE  375 
H_sapiensB11          TKGLYLSKAIHKSYLDVSEEGTEAAAATGDSI--AVKSL--PMRAQFKANHPFLFFIRHT  378 
O_cuniculusB11        AKGLYLSKVIHKSYVDVNEEGTEAAAATGDII--TVKRL--PIRYQFMANKPFLFFIRDI  377 
M_musculusB12         SPNLYLSKIVHKTFVEVDEMGTQAAAASGVV--AAEKAL--PSWVEFNANHPFLFFIRHN  409 
H_sapiensB12          SPNLYLSKIIHKTFVEVDENGTQAAAATGAV--VSERSL--RSWVEFNANHPFLFFIRHN  391 
B_taurusB12           RPSLYLSKVVHKTFLEVDENGTQAVAASGVV--GMEKSS--PSWETFNANRPFLFFIRHN  391 
P_marinusB6           ARDLYVSHVAHKAFVEVNEEGTEAAAATAAIV-MMRCARM---GPVVRADHPFIFFIREN  369 
P_marinusB1           NRDLFVSHVAHRAFVEVNEEGTEAAAATAVTM-KLRCAMPTQPPFKFCADHPFVFLIRDN  368 
P_marinusB1-ähnlich   NRDLFVSHVAHRAFVEVNEEGTEAAAATTISV-MLMCAMPTQPPFTFCADHPFVFLIRDN  368 
M_glutinosaSpn2       NRDXFVSAVVHKAFVXVNEEGTEAAAATAAVM-KFRCRP--TPPQIVRXDHPFLFFIXHN  123 
M_glutinosaSpn1       NRDLFVSAVVHKAFVEVNEEGTEAAAATAAVM-TCLSMP--VPPPIVRFDHPFLFFIRHN  119 
M_glutinosaSpn3       NRDLFVSAVVHKAFVEVNEEGTEAAAATAVVM-MLGCMP--TPPQIVRFDHPFLFFIRHN  122 
D_rerioB6             GGELLLSTVVHQSFLEVNEEGTEAAAATAAVM-MTRCLM---RAERFCADHPFLMLIRHN  366 
E_luciusB6            NNDLVLSKVVHKAFVEVNEEGTEAAAATGSKI-EFQCLI--LNWATFIADHPFLFFIRHN  367 
I_furcatusB6          CDDLVLSEVVHKSFVEVNEEGTEAAAATATGM-ITCLRP--TPKERFVADHPFLFFIQHK  367 
M_musculusB2          RNDLFLSEVFHQASVDVTEEGTVAAGGTGAV--MTGRTG--HGGPQFVADHPFLFFIMDK  401 
H_sapiensB2           RNDLFLSEVFHQAMVDVNEEGTEAAAGTGGV--MTGRTG--HGGPQFVADHPFLFLIMHK  401 
O_cuniculusB2         KDDLFLSEVFHQATVDVNEEGTEATAGTGGT--MTGRTG--HGGPQFVADHPFLFLITHK  401 
O_cuniculusB10        GRNLFLYNVFHKAFVEINEQGTEAAAGSASE--VRFRIR--IPSIEFNVDHPFLFFIRHN  382 
B_taurusB10           ERNLFLSNVFHKCFVEINEQGTEAAAGTGSE--VSVRMK--LPSIEFNADHPFLFFIRHN  383 
H_sapiensB10          ARNLFLSNVFHKAFVEINEQGTEAAAGSGSE--IDIRIR--VPSIEFNANHPFLFFIRHN  383 
B_taurusB9            GKGLCLSTLAHRSVVEVNEEGTEAAAASAAIE-V--DCG--LDQPRFCADHPFLFFIRHN  360 
H_sapiensB9           ERDLCLSKFVHKSFVEVNEEGTEAAAASSCFV-VAECCM--ESGPRFCADHPFLFFIRHN  362 
C_lupusB9             RGDVCLSRFVHRSVLEVDEEGTAAAAASAALV-VAECCS--ESGPRFCADHPFLFLIRHN  362 
M_musculusB8          KKNVPVSKVAHKCFVEVNEEGTEAAAATAVIR-NARCC---RTEPRFCADHPFLFFIWHH  360 
B_taurusB8            KKNVPMSKVAHKCFVEVNEEGTEAAGATAVVR-NSRCC---RMEPKFCADHPFLFFIRHR  360 
H_sapiensB8           EKNVPLSKVAHKCFVEVNEEGTEAAAATAVVR-NSRCS---RMEPRFCADHPFLFFIRHH  360 
M_musculusB6          KQGLFLSKVVHKAFVEVNEEGTEAAAATAGMM-TVRCM---RFTPRFCADHPFLFFIHHV  364 
H_sapiensB6           -TDLSLSKVVHKSFVEVNEEGTEAAAATAAIM-MMRCA---RFVPRFCADHPFLFFIQHS  362 
B_taurusB6            GRGLHLSKVMHKSFVEVTEEGTEAAAATGAVV-MMRCL---MVVPRFNANHPFLFFIQHS  364 
L_erinaceaB6-ähnlich  KRDLWLSKVIHKSFVEVNEEGTEAAAATAAIMTRTLA-V--NITPTFVADHPFLFFIKHN  121 
D_rerioB1             HGGLFLSAVAHKAFVDVNEEGTEAAAATAAI--VAFCML--R-EEHFMADHPFLFYIRHN  365 
O_niloticusB1         ERGLFLSTVAHKAFVEVNEEGTEAAAMIYFPVVTGGACK--P-DTHFRADHPFLFFIRHN  367 
E_luciusB1            KGGLFLSTVVHKAFVEVNEEGTEAAAATAGM--VSFCML--R-EEHFTADHPFLFFIRHN  364 
C_punctatumB1         TRDLYVSKVAHKSFVEVNEEGTEAAAATAMM--LGSCAL--MDEEFFTADHPFLFFIRHK  365 
S_torazameEST         DRDLSVSKVAHKSFVX--------------------------------------------  325 
X_laevisB1            SNNLFLSEVIHKSFVEVNEEGTEAAAASAGI--AMMCMM--R-EEEFNADHPFLFLIRHN  363 
X_tropicalisB1        SNDLYLSEVIHKSFVEVNEEGTEAAAASAGI--AMMCLM--R-EEEFNANHPFLFFIRHN  363 
A_carolinensisB1      ARDLHVSKIVHKSFVEVNEEGTEAAAAAAAV--ATNSMP--M-REKFNADHPFLFFIRHN  365 
M_gallopavoB1         AHDLFLSKIVHKAFVEVNEEGTEAAAATAGI--AMLCMV--I-EEDFNADHPFLFFIRHN  364 
O_anatinusB1          ARDLFISKIIHKSFVEVNEEGTEAAAATAGI--SMFCMI--MHEPKFTADHPFLFFIRHN  365 
H_sapiensB1           ARDIFISKIVHKSFVEVNEEGTEAAAATAGI--ATFCML--MPEENFTADHPFLFFIRHN  365 
E_caballusB1          ARDLFVSKIIHKSFVDLNEEGTEAAAATAGT--IMLAML--MPEENFNADHPFIFFIRHN  365 
C_punctatumV1_2       TNNLFLSNVFHKSFVEVNEEGTEAAAGSAAL--ISNRSL--PLETEFLADHPFLFFIKHN  365 
C_miliiB6-ähnlich     KNDLFLSKVVHKSFVEVNEEGTEAAAATSVV--FMEKFL--KIEVDFVADHPFLFFIRHN  123 
C_miliiB6             KNDLVLSKVVHKTFVEVNEEGTEAAAATAAI--MMLRCA--MIRMEFVADHPFLFFIRHN  364 
X_tropicalisB6        ANDLFLSKVLHKSFVDVNEEGTEAAAATAAI--MMLRCA--MIIPRIVCDHPFLFFILHR  365 
X_laevisB6            CNDLFLSKVVHKSFVDVNEEGTEAAAATAAI--MMLRCA--MRIPRIVCDHPFLFYIMHR  365 
G_gallusB6            GNELVLSEVVHKSFVEVNEEGTEAAAATAGV--MVLRCA--MIVPDFTADHPFLFFIRHN  365 
C_mydasB6             SNDLVLSEVVHKSFVEVNEEGTEAAAATAVV--SNFRCA--LIVPRFTADHPFLFFIRHN  364 
C_belliiB6            GNDLVLSEVVHKSFVEVNEEGTEAAAATRVM--GRGRCL--RIVPRFTADHPFLFFIRHN  365 
                                                                         s5A                  Hinge                               ││              s1C                 s4B 
                                                                                                                                P1  P1’ 
 
                                                                                                                                                      ANHANG 
202 
 
H_sapiensA1AT         NTKSPLFMGKVVNPTQK----------------------------------  418 
D_rerioB5             PTKSILFWGRFNPQG-PVN--------------------------------  382 
X_laevisB5            KTRTIIMFGRYCGPCEASSTAD-----------------------------  383 
X_tropicalisB5        KTRTIIMLGRYCGPSEAS---------------------------------  379 
T_guttataB5           KTRNVILSGRFCSP-------------------------------------  375 
M_musculusB5          KTRNIIFFGKFCSP-------------------------------------  375 
H_sapiensB5           KTRNIIFFGKFCSP-------------------------------------  375 
C_lupusB5             KTRNIIFFGKFCSP-------------------------------------  375 
M_musculusB7          --DIILFTGKVSCP-------------------------------------  380 
H_sapiensB7           --DIILFSGKVSCP-------------------------------------  380 
B_taurusB7            --DSILFSGKVSCP-------------------------------------  380 
B_taurusB13           ESDSVLFFGRFSSP-------------------------------------  382 
H_sapiensB13          ESNSILFFGRFSSP-------------------------------------  400 
M_musculusB13         ESDSILFFGKFSSP-------------------------------------  389 
M_musculusB3          MTNSILFFGRICSP------------------------------------- 387 
B_taurusB4            KTNSILFCGRVSSP-------------------------------------  339 
O_cuniculusB4         KTNSILFFGRFSSP-------------------------------------  371 
H_sapiensB3           KTNSILFYGRFSSP-------------------------------------  390 
H_sapiensB4           KTNSILFYGRFSSP-------------------------------------  390 
M_musculusB11         S-GNILFAGKFASP-------------------------------------  388 
H_sapiensB11          HTNTILFCGKLASP-------------------------------------  392 
O_cuniculusB11        HSEMIIFCGKFASP-------------------------------------  391 
M_musculusB12         PTQSLLFCGRVYCP-------------------------------------  423 
H_sapiensB12          KTQTILFYGRVCSP-------------------------------------  405 
B_taurusB12           KTQTILFYGRVCSP-------------------------------------  405 
P_marinusB6           SSGSVLFLGRFASP-------------------------------------  383 
P_marinusB1           RNGSVLFLGRYTSP-------------------------------------  382 
P_marinusB1-ähnlich   RNGSVLFLGRYTSP-------------------------------------  382 
M_glutinosaSpn2       NSGSIIFXGRYTSPXGGLLILFVPXH-------FCNWE---LLFTLDLXQQ  164 
M_glutinosaSpn1       SSGSILFWGRYTSP-------------------------------------  133 
M_glutinosaSpn3       SSGSILFWGRYTSP-------------------------------------  136 
D_rerioB6             PTGSLLFYGRVCNP-------------------------------------  380 
E_luciusB6            PTQSILFSGRYSSP-------------------------------------  381 
I_furcatusB6          PTRSILFCGRYSSP-------------------------------------  381 
M_musculusB2          ITHTILFVGRFSSP-------------------------------------  415 
H_sapiensB2           ITNCILFFGRFSSP-------------------------------------  415 
O_cuniculusB2         VAKSILFLGRFSSPSN-----------------------------------  417 
O_cuniculusB10        KTKSILFYGRFCSP-------------------------------------  396 
B_taurusB10           KTNGILFYGRFCSP-------------------------------------  397 
H_sapiensB10          KTNTILFYGRLCSP-------------------------------------  397 
B_taurusB9            GSRSTLFCGRFSSP-------------------------------------  374 
H_sapiensB9           RANSILFCGRFSSP-------------------------------------  376 
C_lupusB9             AAGSILFCGRFSSP-------------------------------------  376 
M_musculusB8          KTSSILFCGRFSSP-------------------------------------  374 
B_taurusB8            ETNSILFCGRFSSP-------------------------------------  374 
H_sapiensB8           KTNCILFCGRFSSP-------------------------------------  374 
M_musculusB6          KTNGILFCGRFSSP-------------------------------------  378 
H_sapiensB6           KTNGILFCGRFSSP-------------------------------------  376 
B_taurusB6            KTGAILFCGRFCSP-------------------------------------  378 
L_erinaceaB6-ähnlich  KTQSILFMGQYTSPVDEVVESGDGGNMT-QQVQSCFTQQYQKVQRVNF---  168 
D_rerioB1             PTNSILFFGRFRGPS------------------------------------  380 
O_niloticusB1         ETKSILFFGRFSSPQ------------------------------------  382 
E_luciusB1            KTKSILFLGRFSSPQ------------------------------------  379 
C_punctatumB1         KTNNILFFGRYSSP-------------------------------------  379 
S_torazameEST         ---------------------------------------------------  325 
X_laevisB1            ATKSILFFGRYSSP-------------------------------------  377 
X_tropicalisB1        ATKSILFFGRYSSP-------------------------------------  377 
A_carolinensisB1      PTNTILFFGRFASP-------------------------------------  379 
M_gallopavoB1         PTQSILFLGRYASP-------------------------------------  378 
O_anatinusB1          PTGSILFFGRYSSP-------------------------------------  379 
H_sapiensB1           SSGSILFLGRFSSP-------------------------------------  379 
E_caballusB1          PSANILFLGRFSSP-------------------------------------  379 
C_punctatumV1_2       KSESILFFGCFSSPGDEVRGYKGAQQMT-QQVQRCK---------------  400 
C_miliiB6-ähnlich     KTRNILFFGRFSSPEGDVDKDSKNANIGIMQSQQHK---------------  159 
C_miliiB6             KTRNILFFGRFSSP-------------------------------------  378 
X_tropicalisB6        PSQSILFCGRFALP-------------------------------------  379 
X_laevisB6            QNHSILFCGRFASP-------------------------------------  379 
G_gallusB6            KTSSILFCGRYCSP-------------------------------------  379 
C_mydasB6             KTGNILFYGRFCSP-------------------------------------  378 
C_belliiB6            KTGNILFYGRFCSP-------------------------------------  379 
                                                             s5B 
 
Abbildung 77: Alignment der Serpine der Gruppe 1 
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Mit einem roten Rahmen sind Insertionen und Deletionen im Vergleich zu anderen Mitgliedern der Gruppe 1 
hervorgehoben. Die Extensionen von Serpinen aus Knorpelfischen sind auf lila Hintergrund dargestellt. Die 
Glutamin-Reste sind innerhalb der Extensionen mit gelben Buchstaben gekennzeichnet. Die Sekundärelemete 
sind von SerpinB1 des Menschen abgeleitet (PDB-ID:4ga7). 
 
 
8.6.4 Teilsequenzen aus Myxine glutinosa 
MyxSpn1: 
     1   K  E  L  N  L  E  K  L  R  E  W  T  H  S  S  K  M  F  K  K  
     1  AAGGAACTGAACTTGGAGAAATTGAGAGAGTGGACACACTCATCAAAAATGTTTAAGAAG 
 
    21   K  L  E  V  F  L  P  K  F  R  L  E  T  L  Y  G  L  R  K  P  
    61  AAACTGGAAGTGTTCCTGCCAAAGTTTCGTTTGGAGACACTTTATGGGTTGCGGAAGCCA 
 
    41   L  S  E  L  G  M  P  D  A  F  S  A  K  T  A  D  F  S  G  I  
   121  TTGAGCGAGTTGGGCATGCCGGATGCCTTCTCGGCAAAAACCGCTGACTTCTCGGGGATC 
 
    61   T  G  N  R  D  L  F  V  S  A  V  V  H  K  A  F  V  E  V  N  
   181  ACCGGAAACCGAGATCTCTTTGTCTCTGCCGTCGTGCACAAAGCCTTTGTAGAGGTCAAC 
 
    81   E  E  G  T  E  A  A  A  A  T  A  A  V  M  T  C  L  S  M  P  
   241  GAGGAAGGTACAGAGGCAGCAGCTGCAACAGCTGCAGTTATGACTTGTTTAAGCATGCCT 
 
   101   V  P  P  P  I  V  R  F  D  H  P  F  L  F  F  I  R  H  N  S  
   301  GTTCCTCCACCAATTGTCCGCTTTGATCATCCATTCCTCTTCTTCATTCGGCATAACAGC 
 
   121   S  G  S  I  L  F  W  G  R  Y  T  S  P  -   
   361  TCGGGTTCCATTCTATTTTGGGGCCGTTACACATCACCATGAGACAAACAGTTGATCGCT 
   421  CTTTGTTTTTTGGCACTTTCACAATTGGGAATGATACGTTGTGCTATACGTTATGCTAGA 
   481  TTTCCAGCAGCAGCAACTTTTAAAGGGCTTTCCTGACATGGTAGAATAATTGCAATTTAC 
   541  TAACTGCATTCCGCACATCTCACATTATATTGCTGGGAAAATGGAATCATGGGATTGTGG 
   601  CTTTTACACTCTAATTTTGTCATTTGCAAAACAAAACAAATAAATTTCCTTATTCTTCAA 
   661  AAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
Abbildung 78: Dargestellt ist die cDNA-Teilsequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von MyxSpn1  
Das Stoppkodon (lila) und das Polyadenylierungssignal (grün) sind gekennzeichnet. 
 
MyxSpn2 
     1   M  L  E  K  E  L  N  L  E  K  L  X  E  W  T  H  S  S  K  M  
     1  ATGCTCGAAAAGGAACTGAACTTGGAGAAATTGNGNGAGTGGACACACTCNTCAAAAATG 
 
    21   F  K  K  K  L  E  V  F  L  P  K  F  R  X  E  T  L  Y  G  L  
    61  TTTAAGAAGAAACTGGAAGTGTTCCTGCCAAAGTTTCGTTNGGAAACACTTTATGGGTTG 
 
    41   R  K  P  L  S  E  L  G  X  P  D  X  X  S  A  K  T  A  D  X  
   121  CGGAAGCCATTGAGCGAGTTGGGCATNCCGGATNCCTTNTCGGCAAAAACCGCNGACTTN 
 
    61   S  G  I  P  G  N  R  D  X  F  V  S  A  V  V  H  K  A  F  V  
   181  TCGGGGATCCCCGGAAACCGAGATNTNTTTGTNTCTGCCGTCGTGCACAAAGCCTTTGTA 
 
    81   X  V  N  E  E  G  T  E  A  A  A  A  T  A  A  V  M  K  F  R  
   241  GNGGTCAACGAGGAAGGTACAGAGGCAGCAGCTGCAACAGCTGCAGTGATGAAGTTTCGC 
 
   101   C  M  P  T  P  P  Q  I  V  R  X  D  H  P  F  L  F  F  I  X  
   301  TGCATGCCTACTCCNCCNCAAATTGTTCGGTTNGATCATCCATTCCTNTTCTTCATTNGG 
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   121   H  N  N  S  G  S  I  I  F  X  G  R  Y  T  S  P  X  G  G  L  
   361  CATAACAACTCNGGTTCCATTATATTTNGGGGCCGTTATACATCNCCATGNGGNGGGCTT 
 
   141   L  I  L  F  V  P  X  H  F  C  N  W  E  L  L  F  T  L  D  L  
   421  TTGATTCTCTTTGTTCCTNGGCACTTTTGCAATTGGGAATTATTGTTTACGCTCGATTTA 
 
   161   X  Q  Q  -   
   481  GNGCAGCAATGACTTTTAAAAGGCTTTATGGNCAGGGAAGAATAATTGCAATGTGCTAAC 
   541  TGCATTTTGNGCATTTANCAATCATGGGANGGATAGTNCCTTCTAGTCTCATTTTGTCAT 
   601  TNGCAAAAACAAATAAATTTGCTTGTTGTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
   661  AAAAA 
 
Abbildung 79: Dargestellt ist die cDNA-Teilsequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von MyxSpn2  
Gelb markiert sind Sequenzierlücken dargestellt. Das Stoppkodon (lila) und das potenzielle 
Polyadenylierungssignal (grün) sind gekennzeichnet. 
 
MyxSpn3 
     1   M  L  E  K  E  L  N  L  E  K  L  R  E  W  T  H  S  S  K  M  
     1  ATGCTCGAAAAGGAACTGAACTTGGAGAAATTGAGAGAGTGGACACACTCATCAAAAATG 
 
    21   F  K  K  K  L  E  V  F  L  P  K  F  R  L  E  T  L  Y  G  L  
    61  TTTAAGAAGAAACTGGAAGTGTTCCTGCCAAAGTTTCGTTTGGAGACACTTTATGGGTTG 
 
    41   R  K  P  L  S  E  L  G  M  P  D  A  F  S  A  K  T  A  D  F  
   121  CGGAAGCCATTGAGCGAGTTGGGCATGCCGGATGCCTTCTCGGCAAAAACCGCTGACTTC 
 
    61   S  G  I  T  G  N  R  D  L  F  V  S  A  V  V  H  K  A  F  V  
   181  TCGGGGATCACCGGAAACCGAGATCTCTTTGTCTCTGCCGTCGTGCACAAAGCCTTTGTA 
 
    81   E  V  N  E  E  G  T  E  A  A  A  A  T  A  V  V  M  M  L  G  
   241  GAGGTCAACGAGGAAGGTACAGAGGCAGCAGCTGCAACAGCTGTTGTAATGATGCTGGGC 
 
   101   C  M  P  T  P  P  Q  I  V  R  F  D  H  P  F  L  F  F  I  R  
   301  TGCATGCCTACTCCACCACAAATTGTTCGGTTTGATCATCCATTCCTCTTCTTCATTCGG 
 
   121   H  N  S  S  G  S  I  L  F  W  G  R  Y  T  S  P  -    
   361  CATAACAGCTCGGGTTCCATTCTATTTTGGGGCCGTTACACATCACCATGAGACAAACAG 
   421  TTGATCGCTCTTTGTTTTTTGGCACTTTCACAATTGGGAATGATACGTTGTGCTATACGT 
   481  TATGCTAGATTTCCAGCAGCAGCAACTTTTAAAGGGCTTTCCTGACATGGTAGAATAATT 
   541  GCAATTTACTAACTGCATTCCGCACATCTCACATTATATTGCTGGGAAAATGGATTTATG 
   601  GGATTGTGGCTTTTACACTCTAATTTTGTCATTTGCAAAACAAAACAAATAAATTTCCTT 
   661  ATTCTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
Abbildung 80: Dargestellt ist die cDNA-Teilsequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von MyxSpn3  
Das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind gekennzeichnet. 
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8.6.5 Maximum-Likelihood- und Maximum-Parsimony-Stammbäume der     
Gruppe 1 
 
              A 
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              B 
 
 
Abbildung 81: Stammbäume der Gruppe 1 der Maximum-Likelihood- und der Maximum-Parsimony-Methode 
(A) Im Maximum-Likelihood-Stammbaum befinden sich die Sequenzen aus dem Schleimaal (Myxine glutinosa) 
und dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) innerhalb der Gruppe aus SerpinB1-Sequenzen. Das Gleiche gilt 
für die isolierte Sequenz von CpLEI und bestätigt die Ergebnisse der bioinformatischen und phylogenetischen 
Analysen aus dem Ergebnisteil. Auch in diesem Baum bilden die Sequenzen aus den wohle genome shotgun 
contigs, von CpSpnV1_2 und die SerpinB6-ähnlich-Sequenz des Elefantenhais (Callorhinchus milii) eine eigene 
Gruppe und teilen sich einen letzten gemeinsamen Vorfahren mit SerpinB2, B6, B8, B9 und B10. (B) Im 
Maximum-Parsimony-Stammbaum sind CpLEI, die Teilsequenzen aus Myxine glutinosa und die Sequenzen aus 
dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) bilden mit anderen SerpinB1-Sequenzen Gruppen, wobei sich die 
Gruppe aus verschiedenen kleinen Gruppen mit jeweils eigenen Ästen zusammensetzt.  CpSpnV1_2 bildet mit 
der Teilsequenz aus dem kleinen Rochen (Leucoraja erinacea) eine Gruppe, die den letzten gemeinsamen 
Vorfahren mit den Sequenzen von SerpinB2, B10 und B12 hat. Die beiden Sequenzen aus dem Elefantenhai 
(Callorhinchus milii) bilden eine Gruppe, den letzten gemeinsamen Vorfahren mit SerpinB2, B6, B8, B9, B10, 
B12 teilt. Mit WGS und EST sind Sequenzen aus den entsprechenden Datenbanken gekennzeichnet. Die 
SerpinB1-ähnliche- und SerpinB6-ähnliche-Sequenz aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) wurden aus 
überlappenden Sequenzen zusammengesetzt. Teilsequenzen (*) sind gekennzeichnet. An den Knoten sind die 
Bootstrap-Werte in Prozent für 1000 Pseudoreplikate angegeben. Die Stammbäume wurden mit der humanen 
α1-Antitrypsin-Sequenz gewurzelt. Die zugehörigen Zugangsnummern sind Tabelle 54 zu entnehmen.  
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8.7. Gruppe 2 
Tabelle 55: Sequenzen für die phylogenetische Analyse von Gruppe 2 
Serpin Zugangsnummer 
A1 (Homo sapiens) NP_001121179 
A1 (Mus musculus) NP_033269 
A1 (Bos taurus) NP_776307 
A1 (Ovis aries) NP_001009799 
A1 (Oryctolagus cuniculus) S-1 BAA03678 
A1 (Oryctolagus cuniculus) S-2 ENSOCUP00000015819 
A1 (Oryctolagus cuniculus) F NP_001075654 
A1 (Oryctolagus cuniculus) E NP_001075666 
A1 (Felis catus) XP_003987995 
A1 (Sus scrofa) NP_999560 
A1 (Oris orca) XP_004262415 
A1 (Gallus gallus) NP_001264422 
A1 (Meleagris gallopavo) XP_003206754 
A1 (Columba livia)* EMC87949 
A1 (Xenopus laevis) NP_001080271 
A1 (Xenpous (Silurana) tropicalis) NP_001011275 
A1 (Danio rerio) NP_001013277, NP_001071226 
A1 (Maylandia zebra) XP_004542315 
A1 (Epinephelus coioides) ACJ05607 
A1 (Ctenopharyngodon idella) ACC95535 
A1 (Squalus acanthias)* CV720344 
A1 (Chiloscyllium plagiosum)* GE328815 
A1 (Callorhinchus milii) AFM90441 
A3 (Homo sapiens) NP_001076 
A3 (Mus musculus) NP_033279 
A3 (Bos taurus) AAI12547 
A3 (Canis lupus familiaris) XP_537546 
A4 (Homo sapiens) NP_006206 
A4 (Rattus norvegicus) NP_659565 
A4 (Canis lupus familiaris) XP_004394566 
A5 (Homo sapiens) NP_000615 
A5 (Mus musculus) AAH90981 
A5 (Bos taurus) NP_788819 
A6 (Homo sapiens) NP_001747 
A6 (Mus musculus) NP_031644 
A6 (Bos taurus) E1BF81 
A7 (Homo sapiens) NP_000345 
A7 (Mus musculus) NP_808588 
A7 (Bos taurus) NP_777093 
A8 (Homo sapiens) AAA51679 
A8 (Mus musculus) NP_031454 
A8 (Canis lupus familaris) XP_536348 
A8 (Gallus gallus) XP_419584 
A8 (Taeniopygia gutatta) XP_002190600 
A8 (Columba livia) XP_005508686 
A8 (Xenopus (Silurana) tropicalis) XP_002931552 
A8 (Danio rerio) NP_932329 
A8 (Oplegnathus fasciatus) AEJ91608 
A8 (Plecoglossus altivelis) CAP57927 
A8 (Dasyatis akajei) BAH10144 
A8 (Leucoraja erinacea) BAH10146 
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Fortsetzung Tabelle 55: Sequenzen für die phylogenetische Analyse von Gruppe 2 
Serpin Zugangsnummer 
A8 (Triakis scyllium) BAH10143 
A8 (Callorhinchus milii) BAH10145 
A8 (Petromyzon marinus) ADK22836 
A8 (Lethenteron camtschaticum) ADK56280 
A8 (Lampetra fluviatilis) CAV16871 
A9 (Homo sapiens) NP_783866 
A9 (Mus musculus) AAI44770 
A10 (Homo sapiens) AAQ88960 
A10 (Mus musculus) AAH18416 
A10 (Bos taurus) AAI41988 
A10 (Gallus gallus) XP_421341 
A10 (Taeniopygia gutatta) XP_002200211 
A10 (Xenopus (Silurana) tropicalis) XP_002933260 
A10 (Danio rerio) NP_001038536 
A10 (Takifugu rubripes) XP_003962703 
A10 (Tetraodon nigriviridis) CAG10575, CR656146 
A10 (Leucoraja erinacea) AESE010175462, AESE010191066, AESE010078114 
A11 (Homo sapiens) NP_001073920 
A11 (Mus musculus) NP_955018 
A11 (Bos taurus) AAI42390 
A12 (Homo sapiens) NP_776249 
A12 (Mus musculus) NP_080811 
A12 (Bos taurus) NP_001070985 
A14 (Equus caballus) NP_001229373 
A14 (Canis lupus familiaris) XP_855208  
D1 (Homo sapiens) CAG30459 
D1 (Mus musculus) NP_032249 
D1 (Gallus gallus) AAC16324  
D1 (Xenopus laevis) AAH49293 
D1 (Danio rerio) NP_878300 
D1 (Paralichthys olivaceus) ACC86113 
D1 (Oplegnathus fasciatus) ADR78295 
D1 (Leucoraja erinacea)* DR713376 
D1 (Leucoraja erinacea)* (2. Sequenz) AESE010078136 
D1 (Callorhinchus milii) AFM90296 
D1 (Callorhinchus milii)* (2. Sequenz) AAVX01225687 
D1 (Petromyzon marinus) AEFG01016022 
D1 (Lampetra fluviatilis) p320 interne Plasmidliste 
Eptatretus burgeri* SpnV2 FY414022 
H1 (Homo sapiens) NP_001193943 
Mit * sind Teilsequenzen gekennzeichnet. 
 
HCII-c-DNA-Sequenz aus dem Flussneunauge (Lampetra fluviatilis; p320 interne Plasmidliste) 
     1   M  F  L  Y  G  L  I  F  A  L  S  F  L  Q  W  V  E  G  Q  D  
     1  ATGTTTCTGTATGGGCTCATATTTGCTTTGAGCTTCTTACAATGGGTTGAGGGACAAGAC 
 
    21   Q  T  K  T  A  V  D  V  N  K  D  A  Q  L  S  F  S  R  Y  P  
    61  CAAACCAAGACAGCTGTTGATGTCAACAAAGATGCACAGCTATCTTTTTCAAGGTACCCA 
 
    41   N  N  P  S  D  S  Y  M  D  D  T  L  A  L  D  L  N  G  F  T  
   121  AACAATCCCTCAGATTCCTATATGGATGACACACTAGCTTTGGACCTCAATGGTTTCACA 
 
    61   D  E  D  S  I  E  D  Y  I  D  F  D  K  L  L  N  E  D  E  D  
   181  GATGAGGATTCTATTGAAGACTACATCGATTTTGACAAGCTGCTGAATGAAGATGAGGAC 
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    81   Y  P  D  E  I  D  D  I  N  E  D  G  S  T  G  V  T  V  N  A  
   241  TACCCAGACGAAATCGATGACATAAATGAAGATGGCTCCACCGGCGTGACAGTTAATGCA 
 
   101   E  K  L  V  D  A  S  F  N  K  K  L  F  L  R  R  F  Q  G  K  
   301  GAAAAACTAGTGGATGCATCATTCAATAAAAAGTTATTCCTGAGAAGATTCCAGGGGAAA 
 
   121   T  R  I  Q  R  L  S  I  V  N  S  D  F  A  F  N  L  Y  R  S  
   361  ACGCGAATCCAGCGACTCTCCATTGTCAACAGCGACTTCGCATTCAATCTGTACCGATCC 
 
   141   V  S  E  S  T  P  P  G  E  N  L  L  L  A  P  L  G  I  S  S  
   421  GTAAGCGAGTCCACTCCACCTGGGGAGAACCTCCTTCTGGCTCCTCTGGGCATCTCTTCT 
 
   161   T  L  G  M  I  S  L  G  A  N  G  G  T  H  E  E  I  Y  R  A  
   481  ACCTTGGGCATGATATCACTCGGAGCAAATGGAGGCACACATGAAGAAATCTACAGAGCC 
 
   181   L  G  F  E  S  L  V  N  S  S  S  K  Y  N  I  S  T  V  H  K  
   541  TTAGGGTTCGAGAGCCTGGTAAATTCTAGCTCCAAGTACAACATTTCGACCGTGCACAAG 
 
   201   L  F  H  R  L  N  H  R  L  F  R  H  N  F  G  Y  T  L  K  S  
   601  CTCTTTCACCGACTGAATCACCGCCTTTTCCGCCACAACTTTGGCTACACGCTCAAGTCG 
 
   221   A  S  A  L  Y  L  Q  R  R  W  P  L  L  P  S  Y  Q  Q  C  L  
   661  GCAAGTGCCCTATATTTACAACGCAGGTGGCCTCTGCTGCCATCCTACCAACAATGCCTC 
 
   241   R  K  T  Y  F  A  E  A  H  T  V  D  F  K  D  P  A  T  V  Q  
   721  CGGAAGACATACTTTGCAGAGGCTCACACTGTTGACTTTAAAGACCCTGCGACGGTGCAG 
 
   261   R  I  S  H  W  V  S  S  S  T  K  G  T  I  S  D  A  V  T  N  
   781  CGTATCAGTCACTGGGTGTCAAGTTCCACCAAGGGGACAATATCCGATGCGGTGACCAAC 
 
   281   I  D  P  S  T  V  F  L  V  I  N  S  V  Y  F  K  G  P  W  E  
   841  ATTGATCCGAGCACCGTATTCCTGGTCATCAACAGCGTGTATTTTAAAGGGCCATGGGAG 
 
   301   I  K  F  S  K  H  Q  T  S  M  R  S  F  R  L  N  D  K  E  S  
   901  ATTAAGTTCTCAAAACATCAGACCTCCATGCGGTCATTTCGGTTGAACGACAAAGAGTCC 
 
   321   V  K  V  Q  M  M  Q  T  K  A  S  F  L  V  T  T  D  H  E  L  
   961  GTCAAGGTTCAAATGATGCAAACCAAGGCGAGCTTTTTGGTTACCACGGACCATGAGCTG 
 
   341   G  C  D  I  L  Q  L  A  Y  Q  G  N  V  S  M  I  L  A  V  P  
  1021  GGCTGTGATATCCTCCAGCTTGCGTACCAGGGCAATGTGAGCATGATTTTGGCAGTACCA 
 
   361   H  K  L  K  G  G  L  K  T  L  E  R  A  L  S  F  D  L  L  E  
  1081  CACAAGCTGAAGGGTGGCCTCAAAACACTGGAACGTGCCCTTTCCTTTGATCTCCTAGAG 
 
   381   K  W  L  Q  A  M  T  N  R  T  R  D  V  I  I  P  K  F  N  L  
  1141  AAGTGGCTCCAAGCAATGACTAACAGAACACGGGATGTCATCATTCCCAAATTCAACTTG 
 
   401   Q  Q  K  Y  D  L  K  N  N  L  K  E  M  G  V  T  E  L  F  Q  
  1201  CAGCAGAAGTACGATCTCAAAAATAACTTGAAAGAGATGGGAGTGACTGAGTTGTTCCAA 
 
   421   A  N  A  D  L  S  G  M  T  G  A  K  D  V  Q  V  S  S  F  Q  
  1261  GCCAATGCAGACCTGTCTGGGATGACTGGTGCCAAGGATGTGCAAGTTAGCTCGTTCCAG 
 
   441   H  Q  G  F  I  K  I  D  E  E  G  S  E  A  A  A  V  T  T  V  
  1321  CACCAGGGCTTCATAAAGATTGACGAGGAGGGGAGTGAAGCAGCGGCCGTCACTACAGTT 
 
   461   G  F  T  P  L  T  S  H  N  R  F  V  A  D  R  P  F  V  F  I  
  1381  GGCTTCACGCCACTCACATCCCACAACCGCTTCGTTGCTGACCGCCCCTTTGTTTTCATT 
 
   481   V  Y  E  H  H  T  M  S  V  L  F  L  G  Q  V  S  N  P  A  K  
  1441  GTCTACGAGCATCACACTATGAGTGTGCTTTTCTTGGGCCAGGTGTCCAACCCAGCTAAG 
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   501   N  -  
  1501  AACTGA 
 
Abbildung 82: HCII-cDNA-Sequenz aus Lampetra fluviatilis 
 
8.7.1 Isolierte c-DNA-Sequenz von Heparin Kofaktor II aus  Chiloscyllium 
punctatum 
     1  AAACAACCTTTTGATTTCAACGGCATGAGTCTGCTCTCCTACATCGTCCCGCAGTATTAC 
    61  AGGAAACACCACCCAAAGTTTATTGAGAGAGAGATTTTCTCCAAGTAAGTTTAAAGAACA 
 
     1                     M  K  L  V  F  L  I  L  S  A  Y  T  V  P  
   121  GAAGCAAATCTCTGCAAAATGAAGCTTGTATTCCTTATTCTGAGCGCCTACACTGTGCCT 
 
    15   T  L  C  G  V  K  P  L  A  E  H  F  N  F  K  A  T  G  K  P  
   181  ACACTTTGTGGAGTTAAGCCTTTAGCTGAACACTTCAATTTCAAGGCAACAGGCAAACCG 
 
    35   L  S  P  Q  T  S  V  D  S  E  D  P  D  L  E  S  I  Q  M  Q  
   241  CTGAGCCCTCAAACCAGTGTGGACAGTGAGGATCCAGACTTGGAAAGTATTCAAATGCAA 
 
    55   F  H  K  D  N  T  L  T  Q  D  L  L  P  E  G  E  E  D  D  E  
   301  TTCCACAAAGATAACACCTTAACACAAGATCTCCTTCCAGAAGGAGAGGAAGATGACGAA 
 
    75   Y  L  D  F  D  A  L  L  G  E  D  D  D  Y  I  D  A  I  D  E  
   361  TACCTGGATTTTGATGCTCTGTTGGGGGAGGATGATGATTATATTGATGCAATTGATGAG 
 
    95   I  D  V  P  E  I  V  T  D  F  E  P  S  D  P  A  T  K  R  A  
   421  ATAGATGTGCCAGAAATAGTCACAGACTTTGAACCCTCAGATCCAGCGACCAAACGAGCC 
 
   115   K  L  L  K  L  F  R  G  K  T  R  I  Q  R  L  N  T  V  N  S  
   481  AAGCTACTTAAGCTATTCCGCGGCAAAACCAGGATTCAACGCTTGAACACTGTGAATTCA 
 
   135   N  F  A  F  D  L  Y  R  S  I  R  N  A  V  D  Q  S  E  N  I  
   541  AACTTTGCTTTTGATCTTTACAGAAGCATCAGAAACGCTGTTGACCAGTCTGAGAACATA 
 
   155   L  L  A  P  A  G  I  S  I  T  L  G  M  V  S  L  G  A  R  H  
   601  CTGCTAGCTCCTGCTGGCATTTCAATAACCCTGGGCATGGTTTCTTTAGGTGCAAGACAT 
 
   175   E  T  H  R  Q  L  Y  N  V  L  G  F  A  D  F  V  N  A  S  I  
   661  GAAACCCATCGACAGTTATACAATGTACTTGGTTTTGCAGATTTTGTAAACGCAAGTATA 
 
   195   K  Y  D  T  M  T  V  H  N  L  F  R  R  L  T  H  R  L  F  R  
   721  AAATACGACACAATGACAGTTCACAACCTCTTCCGTAGGTTAACCCATCGCCTCTTTCGA 
 
   215   H  N  F  G  Y  T  L  R  A  V  N  N  L  F  I  R  Q  D  A  Q  
   781  CATAACTTTGGCTACACTCTCCGGGCTGTTAATAACCTGTTTATACGTCAGGATGCACAG 
 
   235   I  L  S  N  F  T  Q  N  M  K  T  Y  Y  F  V  E  P  Q  S  A  
   841  ATTCTGAGCAACTTCACTCAAAATATGAAAACCTATTACTTCGTCGAGCCTCAGTCAGCC 
 
   255   N  F  S  D  S  T  L  I  N  K  L  N  G  H  I  L  K  I  T  K  
   901  AATTTTTCCGACTCTACGTTGATCAATAAATTAAATGGACACATTTTGAAGATCACCAAA 
 
   275   G  L  I  K  E  A  L  K  T  I  D  P  Q  T  L  I  M  I  L  N  
   961  GGACTGATTAAGGAAGCCCTAAAAACGATAGATCCGCAGACTCTAATCATGATTCTGAAC 
 
   295   C  F  Y  L  K  G  T  W  E  T  K  F  P  V  E  N  T  Y  T  G  
  1021  TGCTTCTACTTGAAAGGAACTTGGGAAACTAAATTTCCAGTTGAGAATACGTACACAGGT 
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   315   S  F  R  L  N  E  K  K  V  V  R  V  P  L  M  H  T  K  G  N  
  1081  TCATTCCGGCTGAATGAAAAGAAAGTGGTTCGAGTGCCTCTGATGCATACAAAAGGAAAC 
 
   335   F  L  A  A  A  D  H  K  L  D  C  D  I  L  Q  L  L  Y  V  G  
  1141  TTCTTGGCAGCTGCAGATCACAAACTGGACTGTGACATTCTGCAGCTGCTCTATGTGGGA 
 
   355   N  I  S  M  L  V  V  L  P  R  K  F  S  G  M  R  I  V  E  T  
  1201  AACATCAGCATGCTGGTCGTGTTACCCCGTAAATTCTCTGGCATGAGGATCGTCGAAACA 
 
   375   Q  L  T  S  E  V  V  G  N  W  L  D  S  M  T  N  R  T  R  K  
  1261  CAGCTGACATCCGAAGTGGTGGGGAATTGGTTAGACAGCATGACTAACAGAACACGAAAG 
 
   395   V  V  L  P  R  F  N  L  V  K  Y  Y  D  L  V  P  Y  L  K  T  
  1321  GTGGTGCTTCCAAGATTCAATCTGGTGAAATACTATGACCTGGTGCCATACCTGAAGACT 
 
   415   L  G  L  T  L  P  F  Q  A  V  A  N  F  T  G  I  S  T  K  E  
  1381  TTGGGATTGACATTACCTTTTCAAGCAGTTGCCAATTTTACTGGAATATCAACCAAGGAG 
 
   435   N  L  G  I  N  L  F  K  H  Q  G  A  L  K  V  N  E  E  G  T  
  1441  AATCTGGGCATTAACCTGTTCAAACACCAAGGAGCATTAAAAGTGAATGAAGAAGGAACA 
 
   455   T  A  A  S  V  T  T  V  G  F  M  P  L  S  M  Q  N  E  F  S  
  1501  ACAGCAGCATCCGTGACAACAGTTGGCTTTATGCCCCTTTCCATGCAGAATGAATTTTCC 
 
   475   V  N  R  P  F  L  F  L  I  Y  E  H  R  T  E  C  L  L  Y  M  
  1561  GTCAACAGACCCTTCTTATTTCTCATATACGAACACCGCACCGAATGTCTGCTGTACATG 
 
   495   G  R  V  T  N  P  L  N  D  -   
  1621  GGGCGGGTGACAAACCCACTGAATGACTAATGACCACGGGGAAGTAAAAGTTATATGCGT 
  1681  TCCAATAAATAGCCTAAGTTTTTGAGAAATAAAACAAAATTTTTGCATCACGATGTACGA 
  1741  TGCAACCCCAGTAAGCAAATGAGCATTGCTTTGTAGAAGAATATGTCAAAACAAATTTTA 
  1801  AAGAAAGTTTGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
Abbildung 83: Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von 
Heparin Kofaktor II aus Chiloscyllium punctatum 
Die Kozak-Sequenz (rot), das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind 
gekennzeichnet. 
 
Sequenz des CpHCII-Fusionsproteins 
     1   M  L  R  R  A  L  L  C  L  A  V  A  A  L  V  S  A  D  A  Y  
     1  ATGCTGAGGCGGGCTCTCTTGTGCCTGGCCGTGGCAGCCCTTGTCAGCGCTGACGCCTAC 
 
    21   P  Y  D  V  P  D  Y  A  G  T  V  K  P  L  A  E  H  F  N  F  
    61  CCCTATGATGTTCCTGACTACGCAGGTACCGTTAAGCCTTTAGCTGAACACTTCAATTTC 
 
    41   K  A  T  G  K  P  L  S  P  Q  T  S  V  D  S  E  D  P  D  L  
   121  AAGGCAACAGGCAAACCGCTGAGCCCTCAAACCAGTGTGGACAGTGAGGATCCAGACTTG 
 
    61   E  S  I  Q  M  Q  F  H  K  D  N  T  L  T  Q  D  L  L  P  E  
   181  GAAAGTATTCAAATGCAATTCCACAAAGATAACACCTTAACACAAGATCTCCTTCCAGAA 
 
    81   G  E  E  D  D  E  Y  L  D  F  D  A  L  L  G  E  D  D  D  Y  
   241  GGAGAGGAAGATGACGAATACCTGGATTTTGATGCTCTGTTGGGGGAGGATGATGATTAT 
 
   101   I  D  A  I  D  E  I  D  V  P  E  I  V  T  D  F  E  P  S  D  
   301  ATTGATGCAATTGATGAGATAGATGTGCCAGAAATAGTCACAGACTTTGAACCCTCAGAT 
 
   121   P  A  T  K  R  A  K  L  L  K  L  F  R  G  K  T  R  I  Q  R  
   361  CCAGCGACCAAACGAGCCAAGCTACTTAAGCTATTCCGCGGCAAAACCAGGATTCAACGC 
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   141   L  N  T  V  N  S  N  F  A  F  D  L  Y  R  S  I  R  N  A  V  
   421  TTGAACACTGTGAATTCAAACTTTGCTTTTGATCTTTACAGAAGCATCAGAAACGCTGTT 
 
   161   D  Q  S  E  N  I  L  L  A  P  A  G  I  S  I  T  L  G  M  V  
   481  GACCAGTCTGAGAACATACTGCTAGCTCCTGCTGGCATTTCAATAACCCTGGGCATGGTT 
 
   181   S  L  G  A  R  H  E  T  H  R  Q  L  Y  N  V  L  G  F  A  D  
   541  TCTTTAGGTGCAAGACATGAAACCCATCGACAGTTATACAATGTACTTGGTTTTGCAGAT 
 
   201   F  V  N  A  S  I  K  Y  D  T  M  T  V  H  N  L  F  R  R  L  
   601  TTTGTAAACGCAAGTATAAAATACGACACAATGACAGTTCACAACCTCTTCCGTAGGTTA 
 
   221   T  H  R  L  F  R  H  N  F  G  Y  T  L  R  A  V  N  N  L  F  
   661  ACCCATCGCCTCTTTCGACATAACTTTGGCTACACTCTCCGGGCTGTTAATAACCTGTTT 
 
   241   I  R  Q  D  A  Q  I  L  S  N  F  T  Q  N  M  K  T  Y  Y  F  
   721  ATACGTCAGGATGCACAGATTCTGAGCAACTTCACTCAAAATATGAAAACCTATTACTTC 
 
   261   V  E  P  Q  S  A  N  F  S  D  S  T  L  I  N  K  L  N  G  H  
   781  GTCGAGCCTCAGTCAGCCAATTTTTCCGACTCTACGTTGATCAATAAATTAAATGGACAC 
 
   281   I  L  K  I  T  K  G  L  I  K  E  A  L  K  T  I  D  P  Q  T  
   841  ATTTTGAAGATCACCAAAGGACTGATTAAGGAAGCCCTAAAAACGATAGATCCGCAGACT 
 
   301   L  I  M  I  L  N  C  F  Y  L  K  G  T  W  E  T  K  F  P  V  
   901  CTAATCATGATTCTGAACTGCTTCTACTTGAAAGGAACTTGGGAAACTAAATTTCCAGTT 
 
   321   E  N  T  Y  T  G  S  F  R  L  N  E  K  K  V  V  R  V  P  L  
   961  GAGAATACGTACACAGGTTCATTCCGGCTGAATGAAAAGAAAGTGGTTCGAGTGCCTCTG 
 
   341   M  H  T  K  G  N  F  L  A  A  A  D  H  K  L  D  C  D  I  L  
  1021  ATGCATACAAAAGGAAACTTCTTGGCAGCTGCAGATCACAAACTGGACTGTGACATTCTG 
 
   361   Q  L  L  Y  V  G  N  I  S  M  L  V  V  L  P  R  K  F  S  G  
  1081  CAGCTGCTCTATGTGGGAAACATCAGCATGCTGGTCGTGTTACCCCGTAAATTCTCTGGC 
 
   381   M  R  I  V  E  T  Q  L  T  S  E  V  V  G  N  W  L  D  S  M  
  1141  ATGAGGATCGTCGAAACACAGCTGACATCCGAAGTGGTGGGGAATTGGTTAGACAGCATG 
 
   401   T  N  R  T  R  K  V  V  L  P  R  F  N  L  V  K  Y  Y  D  L  
  1201  ACTAACAGAACACGAAAGGTGGTGCTTCCAAGATTCAATCTGGTGAAATACTATGACCTG 
 
   421   V  P  Y  L  K  T  L  G  L  T  L  P  F  Q  A  V  A  N  F  T  
  1261  GTGCCATACCTGAAGACTTTGGGATTGACATTACCTTTTCAAGCAGTTGCCAATTTTACT 
 
   441   G  I  S  T  K  E  N  L  G  I  N  L  F  K  H  Q  G  A  L  K  
  1321  GGAATATCAACCAAGGAGAATCTGGGCATTAACCTGTTCAAACACCAAGGAGCATTAAAA 
 
   461   V  N  E  E  G  T  T  A  A  S  V  T  T  V  G  F  M  P  L  S  
  1381  GTGAATGAAGAAGGAACAACAGCAGCATCCGTGACAACAGTTGGCTTTATGCCCCTTTCC 
 
   481   M  Q  N  E  F  S  V  N  R  P  F  L  F  L  I  Y  E  H  R  T  
  1441  ATGCAGAATGAATTTTCCGTCAACAGACCCTTCTTATTTCTCATATACGAACACCGCACC 
 
   501   E  C  L  L  Y  M  G  R  V  T  N  P  L  N  D  -  
  1501  GAATGTCTGCTGTACATGGGGCGGGTGACAAACCCACTGAATGACTAA 
 
Abbildung 84: Sequenz des CpHCII-Fusionsproteins 
Die eigene Signalsequenz wurde durch die humane Signalsequenz von PDI ersetzt (grün) gefolgt von einem 
Hämagglutinin-Tag (lila). Für die Klonierung im richtigen Leserahmen wurde die Restriktionsschnittstelle KpnI 
(grau) genutzt.  
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8.7.2 Alignment von Heparin Kofaktor II-Sequenzen 
L_erinaceaHCII    MRLLLLTLCVFLVPLPTFCGIKPLTGHFEPEPMDIP--LEPRSNADAEGPHTESIQLQLH  58 
C_miliiHCII       MRSLLLLLSLHLVPLPTLCGIKSLASHFDLRVTDEP--DTILESGD-----------YLF  47 
D_rerioHCII       MWLVPVIVVACLLNSPALAGVKDLSSHFSTLEKEKT-VDARGLSPGGENTDMESIPLDFH  59 
P_marinusHCII     MF---LYGLIFALSVLQWVEGQDQTKTAVDVNKDAQ-----L-----SFSRYPNKPSDSL  47 
C_miliiHCII+       ------------------------------------------------------------   0 
L_fluviatilisHCII MF---LYGLIFALSFLQWVEGQDQTKTAVDVNKDAQ-----L-----SFSRYPNNPSDSY  47 
C_punctatumHCII   MKLVFLILS--AYTVPTLCGVKPLAEHFNFKATGKP--LSPQTSVDSEDPDLESIQMQFH  56 
P_olivaceusHCII   MWVITVISAACLLVSPSLAGVKDLSSHFTELQP-----DPRGFEPDGA-VNIEAIPLEFH  54 
O_fasciatusHCII   MWVITVISVACLLVSPSQAGIKDLSSHFADPKP-----DPRGFEGD-E-VDIGAIPLEFH  53 
H_sapiensHCII     MKHSLNALLIFLIITSAWGGSKGPLDQLEKGGETAQSADPQWEQLNNKNLSMPLLPADFH  60 
M_musculusHCII    MKHPLCTLLSLI--TFMCIGSKG-----------------LAEQLTNENLTTSFLPANFH  41 
X_laevisHCII      -MKLLHLATIFLLIHATLGGVKDLQEHFEDTSTGINPRGSQTQ------------AVENL  47 
G_gallusHCII      ---------------GTFCGIKDFSDHFESL--------KDAHTHENGTYNMPDLPLEFH  37 
L_erinaceaHCII+    MFERRKVVFCFL--LWGFCLLSTVA------------------RPDTG-------HVVPI  33 
H_sapiensA1AT     ------------------------------------------------------------   0 
 
                                                                                                                                  HCII1+-Primer 
                                                                                Hirudin-ähnliche-Sequenz             ┌------------┐ 
                                                                            ┌---------------------------------------------------┐ 
L_erinaceaHCII    EDNTLTQDLP--DMED--DDYLDFNSLFAED--DDDYID--EIDEIEEPW--SDA----- 103 
C_miliiHCII       LDSSVTRNLIS--EEE--EDYLDWDQILGEDHDDDDYID--EIDEIEDELE-FDP-----  95 
D_rerioHCII       RENTVTNDLP-EGQDD--EDYVDFDKIL--G--EDDYSEGDHIDEISTPAPDLDL----- 107 
P_marinusHCII     MDDTLALELDGFTDEDSLEDYIDFDKLLNED---DDYPD--EIDDINEDGSTGVTVDAEK 102 
C_miliiHCII+      ---------------------------------------------IPEETS--AS-----   8 
L_fluviatilisHCII MDDTLALDLNGFTDEDSIEDYIDFDKLLNED---EDYPD--EIDDINEDGSTGVTVNAEK 102 
C_punctatumHCII   KDNTLTQDLLPEGEED--DEYLDFDALLGE---DDDYID--AIDEIDVPE--IVT----- 102 
P_olivaceusHCII   KENTVTNDLVFDGFED--EDYIDFDKILAAG--SDDYIEGDEIDDIATPAPDIDI----- 105 
O_fasciatusHCII   KENTVTNDLVFDGFED--EDYIDFDKILAAG--SDDYIEGDEIDEIATPAPDIDI----- 104 
H_sapiensHCII     KENTVTNDWIPEGEED--DDYLDLEKIFSED---DDYID--IVDSL--------------  99 
M_musculusHCII    KENTVTNDWIPEGEED--EDYLDLEKLLGED---DDYIY--IIDA---------------  79 
X_laevisHCII      LDDTVTNDLSTEGEDE--EDYLDFDKIFGED---EDYID--IIDAA--------------  86 
G_gallusHCII      RENTITNDLIPEEEEE--EDYLDLDKILGED----DYSD--IIDAA--------------  75 
L_erinaceaHCII+    ESNTLTREFNIPELEE--YDYTE----------SDDYEDEEDVRAVPEDVF--VS-----  74 
H_sapiensA1AT     -----------------MPSSVSWGILLLAG----------------------------L  15 
 
                                                                                                                                                 HCII2+-Primer 
                                                                                                                                                       ┌-----------┐ 
L_erinaceaHCII    -------------QLEPLDPVARRAKLLKLFHGRTRIQRLNMVNANFAFGLYRSIRNQVG 150 
C_miliiHCII       -------------VAERADPATKRARLLGLFHGKTRIQRLNTVNTDFAFDLYRRLSNSSN 142 
D_rerioHCII       -------------FYEPSDPKIRRARLLRLFHGQTRLQRINVVNARFGFRLYRKLRNRLN 154 
P_marinusHCII     VGLLHFTLSFSTEIKNLVDASFNKKLFLRRFQGKTRIQRLSIVNSDFAFNLYRSVSESTP 162 
C_miliiHCII+      --------------KKQLAVTKTSDSIRKKFRGRSRIQRLSVINTDFAFNFYRSLLKSQL  54 
L_fluviatilisHCII ----------------LVDASFNKKLFLRRFQGKTRIQRLSIVNSDFAFNLYRSVSESTP 146 
C_punctatumHCII   -------------DFEPSDPATKRAKLLKLFRGKTRIQRLNTVNSNFAFDLYRSIRNAVD 149 
P_olivaceusHCII   -------------FAEPSDPKIRRARLLRLFHGRTRLQRLNIVNAHFGFNLYRSLRNDVN 152 
O_fasciatusHCII   -------------FAEPSDPKIRRARLLRLFHGRSRLQRLNIVNAHFGFNLYRSLRNDVN 151 
H_sapiensHCII     -------------SVSPTDSDVSAGNILQLFHGKSRIQRLNILNAKFAFNLYRVLKDQVN 146 
M_musculusHCII    --------------VSPTDSESSAGNILQLFQGKSRIQRLNILNAKFAFNLYRVLKDQAT 125 
X_laevisHCII      -------------P-EIKNSETQQGNIFELFHGKTRVQRLNIINANFGFNLYRAIKNNTD 132 
G_gallusHCII      ---------------PHIVSEIQQGNILELFQGKTRIQRLNILNANFGFNLYRSVADKAN 120 
L_erinaceaHCII+    --------------KKQFAAPKTSHSIRKQFKGKSRIQRLALVNTEFAFNLYRSLLRSQP 120 
H_sapiensA1AT     CCL----VPVSL-AEDPQGDAAQKTDTSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFSLYRQLAHQSN  70 
                                                                                                                                               α-Helix A 
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                                                                                                                                                          Basische AS der     
                                                                                                                                                       Glykosaminoglykan-                
                                                    HCIIalternativ1+/2+-Primer                                  N-Gly.           bindestelle 
                                                                    ┌-------------┐                                                           ↓      ┌--------------------------- 
L_erinaceaHCII    PLENILLAPV   GISTTLGMVSLGARRETHRQLFHALGFADFVNASVKYDTLTVHNLFRRLT 210 
C_miliiHCII       QYDNILLAPV   GISTTLAMISLGAGSHTHQQLFHTLGFGAFVNASTKYDVITVHNLFRRLT 202 
D_rerioHCII       QTDNILLAPV   GISIAMGMMGLGVGPNTQEQLFQTVGFAEFVNASNHYDNSTVHKLFRKLT 214 
P_marinusHCII     SGENLLLAPL   GISSTLGMIALGANGGTHKEIYKALGFESLVDSSSKYNISTVHKLFHRLN 222 
C_miliiHCII+       GSGNVVLSPF   GLSMMMAMITVGTGNRTQEQILHALGFDMFINTKSGYSSDALHDVFHKLT 114 
L_fluviatilisHCII PGENLLLAPL   GISSTLGMISLGANGGTHEEIYRALGFESLVNSSSKYNISTVHKLFHRLN 206 
C_punctatumHCII   QSENILLAPA   GISITLGMVSLGARHETHRQLYNVLGFADFVNASIKYDTMTVHNLFRRLT 209 
P_olivaceusHCII   QSDYILLAPA   GISIAMGMMSLRAGPGTHHPIYQALGFAELVNASHHYNNTTVHKLFRKVT 212 
O_fasciatusHCII   QSDNILLAPA   GISIAMGMMSLGAGPGTHDQIYKALGFAEFVNASHHYDNTTVHKLFRKLT 211 
H_sapiensHCII     TFDNIFIAPV   GISTAMGMISLGLKGETHEQVHSILHFKDFVNASSKYEITTIHNLFRKLT 206 
M_musculusHCII    TSDNLFIAPV   GISTAMGMISLGLRGETHEEVHSVLHFRDFVNASSKYEVTTIHNLFRKLT 185 
X_laevisHCII      ASENILLAPV   GISTAMATISLGTKGQTLEQVLLTLGFKDFLNASSKYEILTLHNVFRKLT 192 
G_gallusHCII      SSDNILMAPV   GISTAMAMISLGLKGQTQQEVLSVLGFEDFINASAKYELMTVHNLFRKLT 180 
L_erinaceaHCII+    SAQNVVLSPF   GVSSMMAMVMLGAGNRSQDQISRALGFDQFVSPKPGRGGEVLHNVFHKLI 180 
H_sapiensA1AT     -STNIFFSPV   SIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNLTE-----IPEAQIHEGFQELL 124 
                                                        s6B        α-Helix B                              α-Helix C                            α-Helix D 
 
                                                                                                         N-Gly.    HCII3--Primer  N-Gly. 
                                            ----------┐                                                     ↓                ┌-----------┐    ↓ 
L_erinaceaHCII    HRLFRHNFGYILRGVNGLFVR--------------------------------------- 231 
C_miliiHCII       HRLFRHKFGYTLHSVNGLFVRQDTNLLGNFTENMKTYYFAEAQLSNFSDPGLV-TKLNQR 261 
D_rerioHCII       HRLFRRNFGYTLRSVNDLYVKRNVQIQDSFRADAKTYYFAEPQSVDFADPAFL-VKANQR 273 
P_marinusHCII     HRLFRHNFGYTLKSASALYLQRRWPLLPSYQQCLRKTYFAEAHTVDFKDPATV-QRINRW 281 
C_miliiHCII+       HRLFKHNFGYTLKDFSGVYVKKGLEIKKSFQERLRTYYGADAQSVDFSDPKTV-ARFNQL 173 
L_fluviatilisHCII HRLFRHNFGYTLKSASALYLQRRWPLLPSYQQCLRKTYFAEAHTVDFKDPATV-QRISHW 265 
C_punctatumHCII   HRLFRHNFGYTLRAVNNLFIRQDAQILSNFTQNMKTYYFVEPQSANFSDSTLI-NKLNGH 268 
P_olivaceusHCII   HRLFRRNFGYTLRSVNDVYMKKDIQIKDTFRAETKAFYFAEPQSVDFRDPAFL-DKANRR 271 
O_fasciatusHCII   HRLFRRNFGYTLRSVNDVYVKKEVSVKDAFRAETKAYYFAEPQSVDFRDPAFL-DKANRR 270 
H_sapiensHCII     HRLFRRNFGYTLRSVNDLYIQKQFPILLDFKTKVREYYFAEAQIADFSDPAFI-SKTNNH 265 
M_musculusHCII    HRLFRRNFGYTLRSVNGLYIQKQFPIREDFKAAMREFYFAEAQEANFPDPAFI-SKANNH 244 
X_laevisHCII      HRLFRRNFGYTLRSVNDIYVKRDFLIREPFKNNLKNYYFAEAQTVDFGNKDFL-TKANKR 251 
G_gallusHCII      HRLFRRNFGYTLRSVNDLYIRKDFSILNDFRNNMKTYYFADAQPADFSDPNFI-TKTNER 239 
L_erinaceaHCII+    HRLFRHHFGYTLKEFSGVYVRDGLKIRKTFAEGLKQFYWAHADSVDFSDPHTI-TKFNQL 239 
H_sapiensA1AT     RTLNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFTVNFGDTEEAKKQINDY 184 
                                                                         s2A                               α-Helix E                s1A                α-Helix F 
 
                                                                                                          HCII4--Primer 
                                                                                                              ┌-----------┐ 
L_erinaceaHCII    ------------------------------------------------------------ 231 
C_miliiHCII       ILKLTKGMIRDSIQAIDPRTLLMILNCLYFKGTWENKFPVEKTYRRV-------FRVSEK 314 
D_rerioHCII       IQKITKGLIKEPLKSVDPNMAVMLLNYLYFKGTWEQKFPKELTHHRQ-------FRVNEK 326 
P_marinusHCII     VSSATKGTISDAVTNIDPSTVFLVINSVYFKGPWEIKFSKHQTSVRS-------FRLNDK 334 
C_miliiHCII+       ISKVTKGKLQDIVADVDPQTAMLIYQALHFKG---------------------------- 205 
L_fluviatilisHCII VSSSTKGTISDAVTNIDPSTVFLVINSVYFKGPWEIKFSKHQTSMRS-------FRLNDK 318 
C_punctatumHCII   ILKITKGLIKEALKTIDPQTLIMILNCFYLKGTWETKFPVENTYTGS-------FRLNEK 321 
P_olivaceusHCII   IQKLTKGLIREPLKSVDPNMVLMLLNYLYFKGTWEQKFPKERTHYRN-------FRVNEK 324 
O_fasciatusHCII   ILKLTKGLIREPLKSVDPNMVLMLLNYLYFKGTWEQKFPKEMTHYRN-------FRVNEK 323 
H_sapiensHCII     IMKLTKGLIKDALENIDPATQMMILNCIYFKGSWVNKFPVEMTHNHN-------FRLNER 318 
M_musculusHCII    ILKLTKGLIKEALENIDPATQMLILNCIYFKGTWVNKFPVEMTHNHN-------FRLNER 297 
X_laevisHCII      IQQLTKGLIKEALTNVDPALLMLLVNCIYFKGTWENKFPVEYTQNMN-------FRLNEK 304 
G_gallusHCII      ILKLTKGLIKEALVNVNPTTLMMILNCLYFKGTWENKFPVEMTTKRS-------FRLNEK 292 
L_erinaceaHCII+    ISKATKGKLQNMVEDIDPQTVMLIFQALHFKEADISKYYGGTLVFKHIVAHEAVSEINRK 299 
H_sapiensA1AT     VEKGTQGKIVDLVKELDRDTVFALVNYIFFKGKWERPFEVKDTEEED-------FHVDQV 237 
                                                                                                         s3A                                                s4C  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                      ANHANG 
215 
 
                                                                                                                      N-Gly. 
                                                                                                                ↓                                                                                             
L_erinaceaHCII    -------------   ----------------------------------------------- 231 
C_miliiHCII       VTVKVPMMHTKGN   FLTAVDPELECDILQLPYVGNSSMLVVLPHKLS-GMKSLEKRLVAEV 373 
D_rerioHCII       KQVRVLMMQNKGS   YLAAADHELNCDILQLPYAGNISMLIAVPQKLS-GMRSLEQEISPTL 385 
P_marinusHCII     ETVKVQMMQTKAS   FLVTTDHELGCDILQLAYQGNVSMILAVPHKLKGGLKTLERALSFDL 394 
C_miliiHCII+       -------------   ----------------------------------------------- 205 
L_fluviatilisHCII ESVKVQMMQTKAS   FLVTTDHELGCDILQLAYQGNVSMILAVPHKLKGGLKTLERALSFDL 378 
C_punctatumHCII   KVVRVPLMHTKGN   FLAAADHKLDCDILQLLYVGNISMLVVLPRKFS-GMRIVETQLTSEV 380 
P_olivaceusHCII   TNVRVPMMTNKGN   YLAAADHELECDILQLPYTGAISMLIALPQKIT-GMRTLEQEISPTV 383 
O_fasciatusHCII   TNVRVPMMTNKGN   YLAAADHELECDILQLPYTGNISMLIALPRKIT-GMRTLEQEISPTV 382 
H_sapiensHCII     EVVKVSMMQTKGN   FLAANDQELDCDILQLEYVGGISMLIVVPHKMS-GMKTLEAQLTPRV 377 
M_musculusHCII    EVVKVSMMQTKGN   FLAANDQELDCDILQLEYVGGISMLIVVPRKLS-GMKTLEAQLTPQV 356 
X_laevisHCII      ELVKVPMMKTKGN   FLVAADPELDCAVLQLPYVGNISMLIVLPHKLS-GMKLLEKQISPQV 363 
G_gallusHCII      QTIKVPMMQTKGN   FLAAADPELDCGVIQLPFVGNISMLIVLPHKLS-GMKALEKQITPQV 351 
L_erinaceaHCII+    A-TRSRADQRGSH   YIVSTAPP--CLT---------------------------------- 322 
H_sapiensA1AT     TTVKVPMMKRLGM   FNIQHCKKLSSWVLLMKYLGNATAIFFLPDE--GKLQHLENELTHDI 295 
                                                                s3C                s1B                  s2B                    s3B                    α-Helix G   α-Helix H             
                                              
                                                                N-Gly.                                                                            N-Gly. 
                                                              ↓                                                                                      ↓                                                                           
L_erinaceaHCII     ----------------   ------------   -------------------------------- 231 
C_miliiHCII        VVKWQSKMTNRSREVV   FPKFSLAKQYDL   MPYLKGMGLTLPFQAGADFSRISTQEDLIINL 433 
D_rerioHCII        VNKWLSNMTNRTREVV   FPRFKLEQNYDL   IEHLKEMGMTDIFTEKGDFSPMTS-EKVIINW 444 
P_marinusHCII      LEKWLQAMTNRTRDVI   IPKFNLQQKYNL   KNNLKELGVTELFQANADLSGMTGAKDVQVSS 454 
C_miliiHCII+        ----------------   ------------   -------------------------------- 205 
L_fluviatilisHCII  LEKWLQAMTNRTRDVI   IPKFNLQQKYDL   KNNLKEMGVTELFQANADLSGMTGAKDVQVSS 438 
C_punctatumHCII    VGNWLDSMTNRTRKVV   LPRFNLVKYYDL   VPYLKTLGLTLPFQAVANFTGISTKENLGINL 440 
P_olivaceusHCII    VRKWLNNMTNRTREVV   LPRFKLEQNYDL   IVNLKEMGLTDLFQESGDFTGMTS-EKVAMNW 442 
O_fasciatusHCII    VNKWLKNMTNRTREVV   LPRFKLEQSYDL   IENLKEMGLTDLFQESGDFSGMTS-EKVVMNW 441 
H_sapiensHCII      VERWQKSMTNRTREVL   LPKFKLEKNYNL   VESLKLMGIRMLFDKNGNMAGISD-QRIAIDL 436 
M_musculusHCII     VERWQKSMTNRTREVL   LPKFKLEKNYNL   VEVLKSMGITKLFNKNGNMSGISD-QRIAIDL 415 
X_laevisHCII       VERWQNIMTNRTREVF   LPRFKLEKSYDL   QKVLSNMGATDLFT-HGDFSGVSD-KDINIGL 421 
G_gallusHCII       VEKWQKSMTNRTREVV   LPKFKLEKNYNL   IGFLRSMGIEELFSEKGNYCGVSE-EKVSIDR 410 
L_erinaceaHCII+     ----------------   ------------   -------------------------------- 322 
H_sapiensA1AT      ITKFLENEDRRSASLH   LPKLSITGTYDL   KSVLGQLGITKVFSNGADLSGVTEEAPLKLSK 355 
                           s2C                s6A              α-Helix I     
 
                                                                                       P6 bis P3’ des RSL 
                                                                                            ┌--------------┐ 
L_erinaceaHCII    ------------------------------------------------------------ 231 
C_miliiHCII       LKHQGSITVNEEGTTAASLTKASFMPLSIQNDFVVNRPFLFLIYEHRTECLLFMGRVMNP 493 
D_rerioHCII       FKHQGSITVNEEGTEAAAMTHIGFMPLSTQTRFIVDRPFLFLIYEHRTGCVVFMGRVVDP 504 
P_marinusHCII     FQHQGFIKIDEEGSEAAAVTTVGFTPLTSHNRFVADRPFVFIVYEHHTMSVLFLGQVSNP 514 
C_miliiHCII+       ------------------------------------------------------------ 205 
L_fluviatilisHCII FQHQGFIKIDEEGSEAAAVTTVGFTPLTSHNRFVADRPFVFIVYEHHTMSVLFLGQVSNP 498 
C_punctatumHCII   FKHQGALKVNEEGTTAASVTTVGFMPLSMQNEFSVNRPFLFLIYEHRTECLLYMGRVTNP 500 
P_olivaceusHCII   LKHQGTITVNEEGTEAAALTQVGFMPLSSQIRFTVDHPFLFLIYEHRTDCLVFMGRVVNP 502 
O_fasciatusHCII   LKHQGTITVNEEGTEAAALTQVGFMPLSSQIRFTVDQPFLFLIYEHRTDCLVFMGRVVNP 501 
H_sapiensHCII     FKHQGTITVNEEGTQATTVTTVGFMPLSTQVRFTVDRPFLFLIYEHRTSCLLFMGRVANP 496 
M_musculusHCII    FKHQSTITVNEEGTQAAAVTTVGFMPLSTQVRFTVDRPFLFLVYEHRTSCLLFMGKVTNP 475 
X_laevisHCII      FQHQGTITVNEEGTEAAAVTVVGFMPLSTQARFVADRPFLFLIYEHRTNCLVFMGRVANP 481 
G_gallusHCII      FNHQGTITVNEEGTEAGAITNVGFMPLSTQIRFIVDRPFLFLIYEHRTNCLLFMGRVVNP 470 
L_erinaceaHCII+    ------------------------------------------------------------ 322 
H_sapiensA1AT     AVHKAVLTIDEKGTEAAGAMFLEAIPMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNP 415 
                                                   s5A                 Hinge                    ││       s1C                 s4B                   s5B 
                                                                                                      P1  P1’ 
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L_erinaceaHCII         --- 231 
C_miliiHCII            ESS 496 
D_rerioHCII            SQT 507 
P_marinusHCII          AKN 517 
C_miliiHCII+            --- 205 
L_fluviatilisHCII      AKN 501 
C_punctatumHCII        LND 503 
P_olivaceusHCII        SLS 505 
O_fasciatusHCII        SQS 504 
H_sapiensHCII          SRS 499 
M_musculusHCII         AKS 478 
X_laevisHCII           TKS 484 
G_gallusHCII           AKP 473 
L_erinaceaHCII+         --- 322 
H_sapiensA1AT          TQK 418 
 
Abbildung 85: Alignment der Serpine der Gruppe 2 
Das dargestellte Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt. Es zeigt die Hirudin-ähnliche Sequenz (blau-weiß 
invertiert) sowie die an der Bindung von Glykosaminoglykanen beteiligten basischen Aminosäuren in der           
α-Helix D (schwarz-weiß invertiert). Zusätzlich sind Cystein-Reste (blau), N-Glykosylierungsstellen und 
konservierte Positionen im RSL hervorgehoben. Die Bindestellen der individuellen degenerierten Primer sind 
gekennzeichnet. Die Sekundärstrukturelemente sind aus dem humanen HCII abgeleitet (PDB-ID: 1jmj). Mit dem 
+ sind die Sequenzen aus der WGS-Datenbank gekennzeichnet. Die Zugangsnummern sind in Tabelle 55 
aufgelistet. 
 
 
8.7.3 Isolierte c-DNA-Sequenz von α1-Antitrysin aus  Chiloscyllium punctatum 
 
     1                                          M  E  K  L  I  P  V  
     1  AAAAAAAGGACTATGTGTGAGCAAGGAGAAAGGCTCAAGATGGAAAAGCTGATCCCAGTT 
 
     8   A  L  L  L  V  T  V  F  G  S  G  V  V  S  L  T  E  K  S  A  
    61  GCTTTGCTCCTAGTCACTGTGTTTGGCAGTGGAGTGGTCAGTCTCACTGAAAAATCTGCC 
 
    28   I  P  K  E  N  N  P  V  I  Q  L  S  I  L  R  L  S  A  A  N  
   121  ATACCAAAGGAAAACAATCCAGTTATACAATTATCTATCCTCAGACTTTCAGCTGCAAAT 
 
    48   L  D  F  A  L  R  L  Y  R  Q  I  A  S  Q  P  G  S  A  A  K  
   181  TTAGATTTTGCCTTACGTCTCTACAGACAGATTGCTTCACAGCCAGGCTCAGCTGCCAAG 
 
    68   N  I  F  F  S  P  V  S  V  S  A  A  L  S  M  L  S  L  G  A  
   241  AATATTTTCTTCTCTCCAGTTAGTGTCTCTGCAGCACTTAGCATGCTGTCCTTGGGTGCA 
 
    88   R  D  N  T  V  N  Q  L  L  R  V  L  G  Y  S  D  M  S  Q  N  
   301  AGAGATAACACAGTCAACCAGCTTCTACGTGTTCTTGGGTACAGTGATATGTCCCAAAAT 
 
   108   D  A  A  E  V  H  E  A  Y  K  Y  L  L  Q  K  L  T  R  E  N  
   361  GATGCAGCAGAAGTGCACGAAGCATACAAATACCTCCTGCAAAAGCTAACCAGAGAAAAT 
 
   128   S  E  L  N  L  T  M  G  N  S  L  H  I  Q  Q  E  F  V  V  K  
   421  AGTGAACTGAATTTAACAATGGGCAATTCTTTGCACATCCAGCAGGAATTTGTTGTTAAA 
 
   148   Q  K  F  L  E  D  A  K  Q  F  Y  K  A  E  V  M  D  V  N  F  
   481  CAGAAATTCCTTGAGGATGCAAAGCAGTTTTATAAGGCAGAGGTAATGGATGTTAATTTC 
 
   168   K  E  P  E  N  A  K  G  Q  I  N  A  Y  I  N  K  K  T  A  G  
   541  AAAGAACCAGAGAATGCAAAAGGACAGATCAATGCATACATAAACAAGAAAACAGCTGGT 
 
   188   E  I  Q  D  F  V  K  T  L  D  P  S  T  V  M  M  L  L  N  Y  
   601  GAAATCCAAGATTTTGTTAAAACCCTTGATCCATCAACTGTGATGATGCTTCTCAATTAT 
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   208   V  L  F  K  G  S  W  M  K  P  F  D  P  T  A  T  Y  E  A  D  
   661  GTCTTGTTCAAAGGTAGTTGGATGAAACCTTTTGATCCCACAGCAACGTATGAAGCCGAC 
 
   228   F  H  V  D  N  T  T  T  V  R  V  Q  M  M  K  R  L  G  M  Y  
   721  TTCCACGTAGATAACACAACAACAGTGCGAGTTCAAATGATGAAGAGGCTGGGGATGTAT 
 
   248   Y  S  G  Y  D  Q  Q  I  S  S  Y  V  V  S  I  P  Y  H  G  N  
   781  TACTCTGGTTATGATCAGCAAATTTCCAGTTATGTGGTTAGCATTCCATATCATGGAAAT 
 
   268   A  S  L  V  L  I  L  P  A  P  G  K  L  A  E  V  E  Q  N  L  
   841  GCATCCTTGGTGCTGATTCTACCAGCCCCAGGAAAATTGGCAGAAGTCGAACAAAATCTG 
 
   288   T  I  S  H  F  Q  N  F  F  F  S  L  P  F  R  S  A  T  L  H  
   901  ACCATTAGCCATTTTCAAAACTTTTTTTTCTCGCTACCGTTTAGGTCTGCAACTCTGCAC 
 
   308   L  P  K  L  L  L  K  E  S  Y  K  L  K  D  L  L  M  S  L  G  
   961  CTTCCAAAGTTATTGTTGAAGGAATCCTACAAGCTCAAAGATTTGCTGATGTCTCTGGGT 
 
   328   I  V  D  V  F  T  D  N  S  N  L  S  G  M  S  E  T  A  P  L  
  1021  ATTGTGGATGTATTCACAGATAATTCAAACCTTTCTGGAATGTCTGAAACTGCCCCTCTA 
 
   348   K  V  S  E  V  T  H  E  A  V  L  D  I  D  E  T  G  T  K  A  
  1081  AAAGTATCTGAGGTGACCCATGAGGCAGTGCTGGATATTGATGAAACAGGAACAAAAGCT 
 
   368   T  A  V  T  G  I  E  I  I  P  F  S  V  P  S  E  Y  V  F  N  
  1141  ACAGCTGTTACAGGAATTGAAATAATACCATTCTCTGTTCCTTCTGAGTATGTATTTAAC 
 
   388   R  P  F  F  L  L  I  A  D  H  N  V  K  S  V  L  F  A  G  R  
  1201  AGGCCTTTCTTCCTATTAATTGCTGACCACAATGTTAAGTCTGTCCTGTTTGCAGGAAGG 
 
   408   V  M  N  P  T  A  -   
  1261  GTAATGAATCCCACTGCGTGATGCAGGCAAAAACTCCACACACTTCCAAGAATTGTATCA 
  1321  TTGATAAATGGAAAGCAATGACGTTATGTCTAACAACGTTTAACATCCAATTGTTTGAGA 
  1381  GCAACCTTAAGTAATTTAGTAAATGTGCTTTACCATAAAGTAATGTACCAGGCTTTTTAT 
  1441  GAAGGCAAACAAAGGTCTCATCAATAATAATGAATGTTTCAAATTTACTTCAAATGTTTG 
  1501  TCATGCTTTGAGTAATTCACTAGTATGTATATGAATAACTTACATTAAAACAGAAAATGC 
  1561  ATCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
Abbildung 86: Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von 
α1-Antitrypsin aus Chiloscyllium punctatum 
Die Kozak-Sequenz (rot), das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind 
gekennzeichnet. 
 
 
Sequenz des Cpα1AT-Fusionsproteins 
     1   M  L  R  R  A  L  L  C  L  A  V  A  A  L  V  S  A  D  A  Y  
     1  ATGCTGAGGCGGGCTCTCTTGTGCCTGGCCGTGGCAGCCCTTGTCAGCGCTGACGCCTAC 
 
    21   P  Y  D  V  P  D  Y  A  G  T  L  T  E  K  S  A  I  P  K  E  
    61  CCCTATGATGTTCCTGACTACGCAGGTACCCTCACTGAAAAATCTGCCATACCAAAGGAA 
 
    41   N  N  P  V  I  Q  L  S  I  L  R  L  S  A  A  N  L  D  F  A  
   121  AACAATCCAGTTATACAATTATCTATCCTCAGACTTTCAGCTGCAAATTTAGATTTTGCC 
 
    61   L  R  L  Y  R  Q  I  A  S  Q  P  G  S  A  A  K  N  I  F  F  
   181  TTACGTCTCTACAGACAGATTGCTTCACAGCCAGGCTCAGCTGCCAAGAATATTTTCTTC 
 
    81   S  P  V  S  V  S  A  A  L  S  M  L  S  L  G  A  R  D  N  T  
   241  TCTCCAGTTAGTGTCTCTGCAGCACTTAGCATGCTGTCCTTGGGTGCAAGAGATAACACA 
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   101   V  N  Q  L  L  R  V  L  G  Y  S  D  M  S  Q  N  D  A  A  E  
   301  GTCAACCAGCTTCTACGTGTTCTTGGGTACAGTGATATGTCCCAAAATGATGCAGCAGAA 
 
   121   V  H  E  A  Y  K  Y  L  L  Q  K  L  T  R  E  N  S  E  L  N  
   361  GTGCACGAAGCATACAAATACCTCCTGCAAAAGCTAACCAGAGAAAATAGTGAACTGAAT 
 
   141   L  T  M  G  N  S  L  H  I  Q  Q  E  F  V  V  K  Q  K  F  L  
   421  TTAACAATGGGCAATTCTTTGCACATCCAGCAGGAATTTGTTGTTAAACAGAAATTCCTT 
 
   161   E  D  A  K  Q  F  Y  K  A  E  V  M  D  V  N  F  K  E  P  E  
   481  GAGGATGCAAAGCAGTTTTATAAGGCAGAGGTAATGGATGTTAATTTCAAAGAACCAGAG 
 
   181   N  A  K  G  Q  I  N  A  Y  I  N  K  K  T  A  G  E  I  Q  D  
   541  AATGCAAAAGGACAGATCAATGCATACATAAACAAGAAAACAGCTGGTGAAATCCAAGAT 
 
   201   F  V  K  T  L  D  P  S  T  V  M  M  L  L  N  Y  V  L  F  K  
   601  TTTGTTAAAACCCTTGATCCATCAACTGTGATGATGCTTCTCAATTATGTCTTGTTCAAA 
 
   221   G  S  W  M  K  P  F  D  P  T  A  T  Y  E  A  D  F  H  V  D  
   661  GGTAGTTGGATGAAACCTTTTGATCCCACAGCAACGTATGAAGCCGACTTCCACGTAGAT 
 
   241   N  T  T  T  V  R  V  Q  M  M  K  R  L  G  M  Y  Y  S  G  Y  
   721  AACACAACAACAGTGCGAGTTCAAATGATGAAGAGGCTGGGGATGTATTACTCTGGTTAT 
 
   261   D  Q  Q  I  S  S  Y  V  V  S  I  P  Y  H  G  N  A  S  L  V  
   781  GATCAGCAAATTTCCAGTTATGTGGTTAGCATTCCATATCATGGAAATGCATCCTTGGTG 
 
   281   L  I  L  P  A  P  G  K  L  A  E  V  E  Q  N  L  T  I  S  H  
   841  CTGATTCTACCAGCCCCAGGAAAATTGGCAGAAGTCGAACAAAATCTGACCATTAGCCAT 
 
   301   F  Q  N  F  F  F  S  L  P  F  R  S  A  T  L  H  L  P  K  L  
   901  TTTCAAAACTTTTTTTTCTCGCTACCGTTTAGGTCTGCAACTCTGCACCTTCCAAAGTTA 
 
   321   L  L  K  E  S  Y  K  L  K  D  L  L  M  S  L  G  I  V  D  V  
   961  TTGTTGAAGGAATCCTACAAGCTCAAAGATTTGCTGATGTCTCTGGGTATTGTGGATGTA 
 
   341   F  T  D  N  S  N  L  S  G  M  S  E  T  A  P  L  K  V  S  E  
  1021  TTCACAGATAATTCAAACCTTTCTGGAATGTCTGAAACTGCCCCTCTAAAAGTATCTGAG 
 
   361   V  T  H  E  A  V  L  D  I  D  E  T  G  T  K  A  T  A  V  T  
  1081  GTGACCCATGAGGCAGTGCTGGATATTGATGAAACAGGAACAAAAGCTACAGCTGTTACA 
 
   381   G  I  E  I  I  P  F  S  V  P  S  E  Y  V  F  N  R  P  F  F  
  1141  GGAATTGAAATAATACCATTCTCTGTTCCTTCTGAGTATGTATTTAACAGGCCTTTCTTC 
 
   401   L  L  I  A  D  H  N  V  K  S  V  L  F  A  G  R  V  M  N  P  
  1201  CTATTAATTGCTGACCACAATGTTAAGTCTGTCCTGTTTGCAGGAAGGGTAATGAATCCC 
 
   421   T  A  -  
  1261  ACTGCGTGA 
 
Abbildung  87: Sequenz des Cpα1AT-Fusionsproteins 
Die eigene Signalsequenz wurde durch die humane Signalsequenz von PDI ersetzt (grün) gefolgt von einem 
Hämagglutinin-Tag (lila). Für die Klonierung im richtigen Leserahmen wurde die Restriktionsschnittstelle KpnI 
(grau) genutzt.  
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Sequenz des Cpα1AT-Fusionsproteins mit C-terminalem c-Myc-Tag 
     1   M  L  R  R  A  L  L  C  L  A  V  A  A  L  V  S  A  D  A  Y  
     1  ATGCTGAGGCGGGCTCTCTTGTGCCTGGCCGTGGCAGCCCTTGTCAGCGCTGACGCCTAC 
 
    21   P  Y  D  V  P  D  Y  A  G  T  G  T  L  T  E  K  S  A  I  P  
    61  CCCTATGATGTTCCTGACTACGCAGGTACCGGTACCCTCACTGAAAAATCTGCCATACCA 
 
    41   K  E  N  N  P  V  I  Q  L  S  I  L  R  L  S  A  A  N  L  D  
   121  AAGGAAAACAATCCAGTTATACAATTATCTATCCTCAGACTTTCAGCTGCAAATTTAGAT 
 
    61   F  A  L  R  L  Y  R  Q  I  A  S  Q  P  G  S  A  A  K  N  I  
   181  TTTGCCTTACGTCTCTACAGACAGATTGCTTCACAGCCAGGCTCAGCTGCCAAGAATATT 
 
    81   F  F  S  P  V  S  V  S  A  A  L  S  M  L  S  L  G  A  R  D  
   241  TTCTTCTCTCCAGTTAGTGTCTCTGCAGCACTTAGCATGCTGTCCTTGGGTGCAAGAGAT 
 
   101   N  T  V  N  Q  L  L  R  V  L  G  Y  S  D  M  S  Q  N  D  A  
   301  AACACAGTCAACCAGCTTCTACGTGTTCTTGGGTACAGTGATATGTCCCAAAATGATGCA 
 
   121   A  E  V  H  E  A  Y  K  Y  L  L  Q  K  L  T  R  E  N  S  E  
   361  GCAGAAGTGCACGAAGCATACAAATACCTCCTGCAAAAGCTAACCAGAGAAAATAGTGAA 
 
   141   L  N  L  T  M  G  N  S  L  H  I  Q  Q  E  F  V  V  K  Q  K  
   421  CTGAATTTAACAATGGGCAATTCTTTGCACATCCAGCAGGAATTTGTTGTTAAACAGAAA 
 
   161   F  L  E  D  A  K  Q  F  Y  K  A  E  V  M  D  V  N  F  K  E  
   481  TTCCTTGAGGATGCAAAGCAGTTTTATAAGGCAGAGGTAATGGATGTTAATTTCAAAGAA 
 
   181   P  E  N  A  K  G  Q  I  N  A  Y  I  N  K  K  T  A  G  E  I  
   541  CCAGAGAATGCAAAAGGACAGATCAATGCATACATAAACAAGAAAACAGCTGGTGAAATC 
 
   201   Q  D  F  V  K  T  L  D  P  S  T  V  M  M  L  L  N  Y  V  L  
   601  CAAGATTTTGTTAAAACCCTTGATCCATCAACTGTGATGATGCTTCTCAATTATGTCTTG 
 
   221   F  K  G  S  W  M  K  P  F  D  P  T  A  T  Y  E  A  D  F  H  
   661  TTCAAAGGTAGTTGGATGAAACCTTTTGATCCCACAGCAACGTATGAAGCCGACTTCCAC 
 
   241   V  D  N  T  T  T  V  R  V  Q  M  M  K  R  L  G  M  Y  Y  S  
   721  GTAGATAACACAACAACAGTGCGAGTTCAAATGATGAAGAGGCTGGGGATGTATTACTCT 
 
   261   G  Y  D  Q  Q  I  S  S  Y  V  V  S  I  P  Y  H  G  N  A  S  
   781  GGTTATGATCAGCAAATTTCCAGTTATGTGGTTAGCATTCCATATCATGGAAATGCATCC 
 
   281   L  V  L  I  L  P  A  P  G  K  L  A  E  V  E  Q  N  L  T  I  
   841  TTGGTGCTGATTCTACCAGCCCCAGGAAAATTGGCAGAAGTCGAACAAAATCTGACCATT 
 
   301   S  H  F  Q  N  F  F  F  S  L  P  F  R  S  A  T  L  H  L  P  
   901  AGCCATTTTCAAAACTTTTTTTTCTCGCTACCGTTTAGGTCTGCAACTCTGCACCTTCCA 
 
   321   K  L  L  L  K  E  S  Y  K  L  K  D  L  L  M  S  L  G  I  V  
   961  AAGTTATTGTTGAAGGAATCCTACAAGCTCAAAGATTTGCTGATGTCTCTGGGTATTGTG 
 
   341   D  V  F  T  D  N  S  N  L  S  G  M  S  E  T  A  P  L  K  V  
  1021  GATGTATTCACAGATAATTCAAACCTTTCTGGAATGTCTGAAACTGCCCCTCTAAAAGTA 
 
   361   S  E  V  T  H  E  A  V  L  D  I  D  E  T  G  T  K  A  T  A  
  1081  TCTGAGGTGACCCATGAGGCAGTGCTGGATATTGATGAAACAGGAACAAAAGCTACAGCT 
 
   381   V  T  G  I  E  I  I  P  F  S  V  P  S  E  Y  V  F  N  R  P  
  1141  GTTACAGGAATTGAAATAATACCATTCTCTGTTCCTTCTGAGTATGTATTTAACAGGCCT 
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   401   F  F  L  L  I  A  D  H  N  V  K  S  V  L  F  A  G  R  V  M  
  1201  TTCTTCCTATTAATTGCTGACCACAATGTTAAGTCTGTCCTGTTTGCAGGAAGGGTAATG 
 
   421   N  P  T  A  V  M  N  P  T  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  
  1261  AATCCCACTGCGGTAATGAATCCCACTGCGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTT 
 
   441   -  
  1321  TGA 
 
Abbildung 88: Sequenz des Cpα1AT-Fusionsproteins 
Die eigene Signalsequenz wurde durch die humane Signalsequenz von PDI ersetzt (grün) gefolgt von einem 
Hämagglutinin-Tag (lila). Für die Klonierung im richtigen Leserahmen wurde die Restriktionsschnittstelle KpnI 
(grau) genutzt. Für den zusätzlichen Nachweis dient ein C-terminaler c-Myc-Tag, der über Primer in zwei 
aufeinanderfolgenden PCRs angefügt wurde. 
 
 
8.7.4 Alignment von Cpα1AT mit α1-Antitrypsin-Sequenzen und Sequenzen des 
Protein Z-abhängigen Inhibitors 
 
O_ariesA1AT             MALSITRGLLLLAALCCLAPTSLAGV------------LQ----------------GHAV  32 
S_scrofaA1AT            MASSSTWGLLLLAGLCCLVPISLAEG------------LQ----------------GHAV  32 
F_catusA1AT             MPSSITWGLLLLAGLCCLVPCSLAEG------------LQ----------------GAAV  32 
O_orcaA1AT              MASSITWGLLLLSGLCCLVPVSLAEG------------LQ----------------GHAV  32 
B_taurusA1AT            MALSITRGLLLLAALCCLAPISLAGV------------LQ----------------GHAV  32 
H_sapiensA1AT           MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLAED------------PQ----------------GDAA  32 
M_musculusA1AT          MTPSISWGLLLLAGLCCLVPSFLAED------------VQ----------------ET--  30 
M_zebraA1AT             -----MRGLV----ASCALAALLLAVALADHHHHHH------------------------  27 
C_idellaA1AT            -----MWGNI----SCSAIAALLVATAWAAPHEGHDHEGH-------------DHEGHDH  38 
X_laevisA1AT            ------MKVLLVVSLALPCAGVLADH------------HK-------------HGKDNAH  29 
D_rerioA1AT             -MVKKMRGNI----FCCAIAALLVATAWAAPHDGH-------------------------  30 
C_punctatum             MEKLIPVALLLVTVFGSGVVSLTEKS--AIP-----------------------------  29 
O_cuniculusA1ATS-1      MPPSVSRALLLLAGLGCLLPGFLADE------------AQ----------------ET--  30 
O_cuniculusA1ATS-2      MPPSVSRALLLLAGLGCLLPGFLADE------------AQ----------------ET--  30 
O_cuniculusA1ATF        MPPSVSRALLLLAGLGCLLPGFLADE------------AQ----------------ET--  30 
O_cuniculusA1ATE        MPPSVSRALLLLAGLGCLLPGFLADE------------AQ----------------ET--  30 
C_miliiA1AT             MEKLFPLALLLATVLLSAIDSVNGL-----P-----------------------------  26 
X_tropicalisA1AT        -----MRGLPYILF---FITCIFASH-----N------------------------DNSH  23 
G_gallusA1AT            MKSA--------LYLCLFLTGLQVQA------------LP--------------------  20 
D_rerioA10              MKMGFFTLL----------IEASLLSV---------------------------------  17 
T_rubripesA10           MKMGFI----------FFFISAFICAH--A------------------------------  18 
T_nigriviridisA10       MKIGLV----------FFVTSMFICAH--T------------------------------  18 
H_sapiensA10            MKVVPSLLLSVLLAQVWLVPGLAPSPQ--SPETPAPQNQT-----S--------RVVQAP  45 
M_musculusA10           MRVASSLFLPVLLTEVWLVTSFNLSSH--SPEASVHLESQ-----DYENQTWEEYTRTDP  53 
X_tropicalisA10         -----------------------------------------------------M------   1 
T_guttataA10            MKTGIYIL--LLSEICFEFIQADIKPE--FPKEEKESNFLER-SNISISKEWYH------  49 
G_gallusA10             MKIRIYLL--LLCELCFEISKADIKPK--SPKKDKRLNFLGRNKNVSISEEWHQ------  50 
L_erinaceaA10           MKYLIFLL----CGG---FVAISLTQQ--Q-----QVQFHSE------------RRGELP  34 
H_sapiensHsp47          -----MRSLLLLSAFCLLEAALAAEVK--KPAA---------------------------  26 
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O_ariesA1AT             QETDD---------------------TAHQEAACHKIAPNLANFAFSIYHKLAHQ-----  66 
S_scrofaA1AT            QETDVPRHD----------------HEQHQEAACHRIAPNLADFAFSLYRQVARQ-----  71 
F_catusA1AT             QETVASQHD----------------HEHHEAPACHKIAPNLADFAFSMYRQVAHE-----  71 
O_orcaA1AT              QETDASQQD----------------REHRQEAACHKIAPNLVDFAFSVYRRVAHE-----  71 
B_taurusA1AT            QETDD---------------------TSHQEAACHKIAPNLANFAFSIYHHLAHQ-----  66 
H_sapiensA1AT           QKTDTSHHD----------------QDH---PTFNKITPNLAEFAFSLYRQLAHQ-----  68 
M_musculusA1AT          ---DTSQKD--------------------QSPASHEIATNLGDFAISLYRELVHQ-----  62 
M_zebraA1AT             ----------------------SSAQSNEEDDSCHRLSAPNADFAVVLYKSLNAK-----  60 
C_idellaA1AT            EGHDHEGHTAEHHHHFHHGKDEPHPSHEGASDACHLLSPHNADFAFSLYKKLAFH----P  94 
X_laevisA1AT            NGHDHGDHDHDHHHGKGKDHDHKHHRHSGETMSCHKIAPFNAQFAFEFYRQVAAD-----  84 
D_rerioA1AT             EGHDHGSHTADHHHHLHHGKDEPHPSHKGV-DACHLLAPHNADFAFSLYKKLASN----P  85 
C_punctatum             -KENNPVI----------------------QLSILRLSAANLDFALRLYRQIASQ----P  62 
O_cuniculusA1ATS-1      ---AVSSHE----------------QD---HPACHRIAPSLAEFALSLYREVAHE-----  63 
O_cuniculusA1ATS-2      ---AVSSHE----------------QD---HPACHRIAPSLAEFALSLYREVAHE-----  63 
O_cuniculusA1ATF        ---AVSSHE----------------QD---HPACHRIAPSLAEFALSLYREVAHE-----  63 
O_cuniculusA1ATE        ---AVSSHE----------------QD---HPACHRIAPSLAEFALSLYREVAHE-----  63 
C_miliiA1AT             -GSARPTLDP------IRTSLLDEIHHNFTVKHGYHLSQSNTDFARRLFSKINSQ----G  75 
X_tropicalisA1AT        QEHAN--------------------GHAGGKIAQEALGSANIDFALNLYKHLVTKTQAEK  63 
G_gallusA1AT            ----KPNHSNKHKEERP-HSLGDHPHVEHKNLAHMKIAPSNAEFAFRFYKQVTEA-----  70 
D_rerioA10              -------------------------SVLGQTTDVEELAIKNADFATRLYSKIASS-----  47 
T_rubripesA10           ------------------------QRVQLPSATISDLSFKNMDFAMNLYRTISSF-----  49 
T_nigriviridisA10       ------------------------HRLHLPSATISDLSFKNVDFAMNLYRKISSF-----  49 
H_sapiensA10            REEE-------EDEQEASEEKAGEEEKAWLMASRQQLAKETSNFGFSLLRKISMR-----  93 
M_musculusA10           REEE-------E---EEEEKEEGKDEEYWLRA-SQQLSNETSSFGFNLLRKISMR-----  97 
X_tropicalisA10         ----------------NSSLPSGNEEQIPTVLSFANVSQMSSDFGFNLYRKIANK-----  40 
T_guttataA10            ----------------HKNISKPFEHQGFEDLTLHNFTEKTANFGFNLYRKIAMT-----  88 
G_gallusA10             ----------------HKNDHKPLEEQSFEELTLHNFTEKTANFGFNLYRKIAMK-----  89 
L_erinaceaA10           QNSSS-----DSHNAEVPSSPSDQEASIPDLQTIHMLTEKNSEFGFNLYRKIANL-----  84 
H_sapiensHsp47          --AAAP------------------GTAEKLSPKAATLAERSAGLAFSLYQAMAKD-----  61 
                                                                                                                                                     α-Helix A 
 
O_ariesA1AT             -SNTSNIFFSPVSIASAFAMLSLGAKGNTHTEILEGLGFNLTELA--EAEIHKGFQHLLH 123 
S_scrofaA1AT            -SNTSNIFLSPVTIARAFAMLSLGTKGATHAEILEGLQFNLTEKA--EAEIHEGFQHLLH 128 
F_catusA1AT             -SNHTNIFFSPVSIATALAMLSLGSKGDTHTQILEGLGFNLTERA--EGEVHEGFQQLLH 128 
O_orcaA1AT              -SNATNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKGDTHTEILEGLDFNLTTRI--EAEIHEGFQHLLH 128 
B_taurusA1AT            -SNTSNIFFSPVSIASAFAMLSLGAKGNTHTEILKGLGFNLTELA--EAEIHKGFQHLLH 123 
H_sapiensA1AT           -SNSTNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNLTEIP--EAQIHEGFQELLR 125 
M_musculusA1AT          -SNTSNIFFSPVSIATAFAMLSLGSKGDTHTQILEGLQFNLTQTS--EADIHKSFQHLLQ 119 
M_zebraA1AT             TAAGNNIFFSPLGISTALSLLSTGARGETHSQLFSSLGYSTL--N--QTQVNEAYKHLFH 116 
C_idellaA1AT            DAEGKNIFFSPVGISMALSMLAVGAKGSTYSQIYSSLGYSGF--E--TEQVNEGYEHLIH 150 
X_laevisA1AT            -HPSENIFFSPVSISTAFSMLSLGAKGQTLNQIIEGLGFNTTEIS--EEEIHNGFQHLLH 141 
D_rerioA1AT             DAQGKNIFFSPVGISMALSLLAVGAKGSTLSQIYSGLGYSAL--T--PEQVNEGYEHLLH 141 
C_punctatum             GSAAKNIFFSPVSVSAALSMLSLGARDNTVNQLLRVLGYSDMSQND-AAEVHEAYKYLLQ 121 
O_cuniculusA1ATS-1      -SNTTNIFFSPVSIALAFAMLSLGAKGDTHTQVLEGLKFNLTETA--EAQIHDGFRHLLH 120 
O_cuniculusA1ATS-2      -SNTTNIFFSPVSIALAFAMLSLGAKGDTHTQVLEGLKFNLTETA--EAQIHDGFRHLLH 120 
O_cuniculusA1ATF        -SNTTNIFFSPVSIALAFAMLSLGAKGDTHTQVLEGLKFNLTETA--EAQIHDGFRHLLH 120 
O_cuniculusA1ATE        -SNTTNIFFSPVSIALAFAMLSLGAKGDTHTQVLEGLKFNLTETA--EAQIHDGFRHLLH 120 
C_miliiA1AT             --TSKNHFFSPLSISEALAIVSLGARSNTKEQLCKALGYTNTSIP--QPLVHEAFKLLLE 131 
X_tropicalisA1AT        ESTQKNIVFSPLSILTAFSMLLLGAKSESHQQILSGLSLNQTQVP--EEDMHEAFEHLLQ 121 
G_gallusA1AT            -GGNKNIFFSPLSLSTAFAMLSLGARSNTLSQLHKCLTFNLTEME--EQEIHEGFQRLLQ 127 
D_rerioA10              --SDDNVAVSTLGATLALATLAAGAGGATQSELLQGIGVDSMVKDGEQERIQNILQQLRE 105 
T_rubripesA10           --HDKNIFFSPLSISTSFAALLMASDGVTYKEILEGLNLHQLEQAGQLDLIPGLFKLLNN 107 
T_nigriviridisA10       --HDKNIFFSPLSISASFAALLMGSDGVTYEEILEGLNLHQLEQDGQPEVIPGLFKLLSD 107 
H_sapiensA10            --HDGNMVFSPFGMSLAMTGLMLGATGPTETQIKRGLHLQALKPTK-PGLLPSLFKGLRE 150 
M_musculusA10           --HDGNVIFSPFGLSVAMVNLMLGTKGETKVQIENGLNLQALSQAG-PLILPALFKKVKE 154 
X_tropicalisA10         --HDNNIFFSPFSVSLGLSSLLLGTRGNTYDQLLHGLNYNPFKDQENPYLLPELLKTIKE  98 
T_guttataA10            --HDNNVIISPLSVSALMSVYMMAAKGETHRQIVKGLNLHDMKDRVDHQHLPALFKQLIG 146 
G_gallusA10             --LDNNIIISPLSVTTLMATYLLAAEGETHRQIAKALNLHSLKDRD-RHYLPALFKQLKD 146 
L_erinaceaA10           --YEDNVFFSPNTVSTIFAMLSLGAKGPTRDNILQGLNIDDLANISDKYQLHSLFHWLHH 142 
H_sapiensHsp47          -QAVENILVSPVVVASSLGLVSLGGKATTASQAKAVLSAEQLR----DEEVHAGLGELLR 116 
                                                                    s6B          α-Helix B                 α-Helix C                                  α-Helix D 
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                                                                         N-Gly. 
                                                                     ↓ 
O_ariesA1AT             TLNQ-PNHQLQLTTGNGLFINESAKLVDTFLEDVKNLHHSKAFSINFRDAEEAKKKINDY 182 
S_scrofaA1AT            TLNQ-PDNQLQLTTGNGLFIDEKAKLVPKFLEDVKNLYHSEAFSINFRDTEEAKKCINDY 187 
F_catusA1AT             TLNR-PDSQLQLTTGSGLFINESMKLLSKFLEDVKNLYHSEAFSINFGDSQEAKKRINDY 187 
O_orcaA1AT              TLNQ-PDNKLQLTTGNGLFINESAKLVSKFLEDVKNLYHSEAFSINFRDAEEAKKKINDY 187 
B_taurusA1AT            TLNQ-PNHQLQLTTGNGLFINESAKLVDTFLEDVKNLYHSEAFSINFRDAEEAKKKINDY 182 
H_sapiensA1AT           TLNQ-PDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFTVNFGDTEEAKKQINDY 184 
M_musculusA1AT          TLNR-PDSELQLSTGNGLFVNNDLKLVEKFLEEAKNHYQAEVFSVNFAESEEAKKVINDF 178 
M_zebraA1AT             MLGE-SQENQKLDVGNAAAVRSGFSPLEQFLNDIKQYYSGEIFQVDFTKPEEAAAEINKH 175 
C_idellaA1AT            MLGH-SRDAMQLEAGAGVAIREGLKVVDTFLKEVKHHYNSEAFSVDFSKPEIAAEEINKF 209 
X_laevisA1AT            MLND-PDSELQLNSGNALFIDNNMKLIQKFLEDVKEFYESEAFSTDFHNTKEATKQINSY 200 
D_rerioA1AT             MLGH-SQDAMQLEAGAGVAIRDGFKVVDQFLKDAQHYYNSEAFGVDFSKPEIAAAEINKF 200 
C_punctatum             KLTR-ENSELNLTMGNSLHIQQEFVVKQKFLEDAKQFYKAEVMDVNFKEPENAKGQINAY 180 
O_cuniculusA1ATS-1      TVNR-PDSELQLAAGNALVVHENLKLQHKFLEDAKNLYQSEAFLVDFRDPEQAKTKINSH 179 
O_cuniculusA1ATS-2      TVNR-PDSELQLAAGNALVVHENLKLQHKFLEDAKNLYQSEAFLVDFRDPEQAKTKINSH 179 
O_cuniculusA1ATF        TVNR-PDSELQLAARNALVVHENLKLQHKFLEDAKNLYQSEAFLVDFRDPEQAKTKINSH 179 
O_cuniculusA1ATE        TVNR-PDSELQLAAGNALVVHENLKLQHKFLEDAKNLYQSEAFLVDFRDPEQAKTKINSH 179 
C_miliiA1AT             LLTN-ERD-SLVSMGCSMYVQDGFRLEKKFVHDAMSYYQADTFNVDFRATENAKQQINAY 189 
X_tropicalisA1AT        VLNR-PKSDLQVKIGNAVFVEDTLKILDSFVQEIEHHYHAEIFPSHFKNPAEAEKQINDF 180 
G_gallusA1AT            LLND-SQRDIQLNMGNTLFIDERLKLQQKFLDDVTNFYYSEAVSMDFQNSEHAKEEINNY 186 
D_rerioA10              DAA--QI------PATGLFIKQDVKADDSFSNQVKQYYNADVQNVNYANGQQAKGSINDY 157 
T_rubripesA10           NIT--QNGSLRLDQGMALFMHPKFRVEKTFQDQLKTFFDADIKSVNFTNTRGSVKFINEY 165 
T_nigriviridisA10       NIT--QNGSLQLEQGMALFINTDFMVEKTFNEQLKTFFDADIKSANFADSMGTVKLINEY 165 
H_sapiensA10            TLS--RNLELGLSQGSFAFIHKDFDVKETFFNLSKRYFDTECVPMNFRNASQAKRLMNHY 208 
M_musculusA10           TFS--SNRDLGLSQGSFAFIHKDFDIKETYFNLSKKYFDIEYVSINFQNSSQARGLINHC 212 
X_tropicalisA10         KIA--KNEELVLNIGSLSFLHETFSMKDEFVNLTKKYFDMEYELIDFHSS-KAKNEINAY 155 
T_guttataA10            NIT--TNEEFLLVQGILSFIQKDFKLKESFLNLSKQYFDMDFLKVDFENLTQAKLFINQN 204 
G_gallusA10             NIT--TNEELLFVQGILSFIQKDFTVREAFLNLSKQYFDMEFLCVDFQNSTQAKFVINQN 204 
L_erinaceaA10           NIT--SNKGFFISQGNSLFIQNDLELKQTLINDLSNYYNADINRVNFQDKVKTKNIINQY 200 
H_sapiensHsp47          SLSNSTARNVTWKLGSRLYGPSSVSFADDFVRSSKQHYNCEHSKINFRDKRSALQSINEW 176 
                                                                                         s2A                        α-Helix E         s1A                  α-Helix F 
 
                                                                                                                        192a                                      N-Gly. 
                                                                                                                 │                                          ↓ 
O_ariesA1AT             VEKGSHGKIVDLVKDLDQDTVFALVNYISFKGKWEKPFEVEHTTERDFHVNEQTTVKVPM 242 
S_scrofaA1AT            VEKGSQGKIVDLVDELDKDTVFALVNYIFFKGKWEKPFEVEQTTEEDFHVDEETTVKVPM 247 
F_catusA1AT             VEKGTQGKIVDLVQDLDKDTVFALVNYIFFKGKWEKPFEPEHTTEEDFHVDEDTTVRVPM 247 
O_orcaA1AT              VKKGSQGKIVDLVDDLDQDTVFALVNYIFFKGKWEKPFEEEHTTERDFHVDEETTVKVPM 247 
B_taurusA1AT            VEKGSHGKIVELVKVLDPNTVFALVNYISFKGKWEKPFEMKHTTERDFHVDEQTTVKVPM 242 
H_sapiensA1AT           VEKGTQGKIVDLVKELDRDTVFALVNYIFFKGKWERPFEVKDTEEEDFHVDQVTTVKVPM 244 
M_musculusA1AT          VEKGTQGKIAEAVKKLDQDTVFALANYILFKGKWKKPFDPENTEEAEFHVDESTTVKVPM 238 
M_zebraA1AT             IASKTNDKIKDMVKDLDPEMAMVLINYVYFRGQWEKPFDGNRTRKEEFHVDGSTTVEVDM 235 
C_idellaA1AT            IAKKTHDKITNMVKDLDSDTVMMLINYMYFRGKWDKPFDATLTQKADFQVDKDTTVKVDM 269 
X_laevisA1AT            VEKKTHGKITDLLKDVDERTLLILINYIYFRGKWEKPFEEEFTQDGIFHVDENTNVTVPM 260 
D_rerioA1AT             IARKTHDKITNMVKDLDADTVMMLINYMYFRGKWEKQFDAKLTHKADFKVDQDTTVQVDM 260 
C_punctatum             INKKTAGEIQDFVKTLDPSTVMMLLNYVLFKGSWMKPFDPTATYEADFHVDNTTTVRVQM 240 
O_cuniculusA1ATS-1      VEKGTRGKIVDLVQELDARTLLALVNYVFFKGKWEKPFEPENTKEEDFHVDATTTVRVPM 239 
O_cuniculusA1ATS-2      VEKGTRGKIVDLVQELDARTLLALVNYVFFKGKWEKPFEPENTKEEDFHVDATTTVRVPM 239 
O_cuniculusA1ATF        VEKGTRGKIVDLVQELDARTLLALVNYVFFKGKWEKPFEPENTKEEDFHVNATTTVRVPM 239 
O_cuniculusA1ATE        VEKGTRGKIVDLVQELDARTLLALVNYVFFKGKWEKPFEPENTKEEDFHVDATTTVRVPM 239 
C_miliiA1AT             VRNKTHGKIEEIFKTINPDSVLVIVNYIFFKGSWLKPFDPRNTRTDDFYVDASTTVKVQM 249 
X_tropicalisA1AT        VNNKTEGRIQELVKDLSEATKLVVINFILFNAEWQNPFSSFFTHSRQFSVDENTTVEVQM 240 
G_gallusA1AT            IKAKTHGKFLDLLDSIGKDVVMILTNYVYFKGYWEEPFESYNTRDDDFFVDAKHSVKVKM 246 
D_rerioA10              VRGRTGEKVRDVVENVDPQSMAILISAAFFTGQWLQPFNATFTQEDRFYVNKYNIVQVPM 217 
T_rubripesA10           IKRKSHDKISNMVSSLDPMTGLMLTNTIFFQGSWELPFNPNITVNAPFYIDNYSVVQVPM 225 
T_nigriviridisA10       FKSKTHDKISDVVSSVDAMTQLVLTNTIFFQGSWELPFNPNFTVIAPFYIDNYSVVQVPM 225 
H_sapiensA10            INKETRGKIPKLFDEINPETKLILVDYILFKGKWLTPFDPVFTEVDTFHLDKYKTIKVPM 268 
M_musculusA10           IVKETEGKIPKLFDEINPETKLILVDYVLFK----------------------------- 243 
X_tropicalisA10         VEKLTKGLISNFYDFIDPQTKLLLLDYIFFKGKWQYPFNPALTEVDSFFIDKYNSVTVPM 215 
T_guttataA10            INKMTKGKIPGFFEELDRHNKLVLVDYIFFKGKWVYPFNSKFTEIETFHINKYRSVQVPM 264 
G_gallusA10             IKQRTKGKISELFEEVDRHSKLLLLDYIFFKGKWLYPFNSEFTEIETFHINKYRSVQVPM 264 
L_erinaceaA10           IRNKTNGKINQLLDTVDSAAKLMLTNYILFK-QWESPFDPNLTEIGTFYVNAYTRVKVPM 259 
H_sapiensHsp47          AAQTTDGKLPEVTKDVERTDGALLVNAMFFKPHWDEKFHHKMVDNRGFMVTRSYTVGVMM 236 
                                                                                                                       s3A                               s4C                  s3C 
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                                                                                                              N-Gly.                                    N-Gly. 
                                                                                                                                                ↓                                         ↓ 
O_ariesA1AT             MNRLG   MFDLHYCDKLASWVLLLDYVGNVTACFI-LPDLG-KLQQLEDKLNNELLAKFLEK 300 
S_scrofaA1AT            MNRLG   MFDLHHCDKLSSWVLLMDYVATATAFFI-LPDQG-KLHQLEDMLTKEIRAKFLEK 305 
F_catusA1AT             MSRLG   MFDVHYCDMLSSWSLLMDYVGNATAFFV-LPDQG-KMQRLEEMLNRDILAKALEK 305 
O_orcaA1AT              MNRLG   MFDLHYCDRLTSWVLLMDYVGNATAVFI-LPDQG-KLQHLEDQLSKELLAKVLEK 305 
B_taurusA1AT            MNRLG   MFDLHYCDKLASWVLLLDYVGNVTACFI-LPDLG-KLQQLEDKLNNELLAKFLEK 300 
H_sapiensA1AT           MKRLG   MFNIQHCKKLSSWVLLMKYLGNATAIFF-LPDEG-KLQHLENELTHDIITKFLEN 302 
M_musculusA1AT          MTLSG   MLHVHHCSTLSSWVLLMDYAGNATAVFL-LPDDG-KMQHLEQTLSKELISKFLLN 296 
M_zebraA1AT             MRKTG   RYNFYRDDGNHATILQLPYKGNTSMMIV-FPDED-KMNQVEAVISKDQLRRWHDS 293 
C_idellaA1AT            MKRTG   RYDIYQDPINQTTVMMVPYKGNTSMMIV-LPEDG-KMKEVEESICRHHVKTWHDK 327 
X_laevisA1AT            MRRNG   MYNVAFDDKLGCTVVQIPYKGNATSLFI-LPDEG-KLKQVEEALEKSTIMSWKKL 318 
D_rerioA1AT             MKRTG   RYDIYQDPVNQTTVLMVPYKGNTSMLIV-LPNDG-KMKELEESICRHHLKNWHDK 318 
C_punctatum             MKRLG  MYYSGYDQQISSYVVSIPYHGNASLVLI-LPAPG-KLAEVEQNLTISHFQNFFFS 298 
O_cuniculusA1ATS-1      MSRLG   MYVKFHCSTLASTVLRMDYKGNATALFL-LPDEG-KLQHLEDTLTTELIAKFLAK 297 
O_cuniculusA1ATS-2      MSRLG   MYVMLHCSTLASMVLRMDYKGNATALFL-LPDEG-KLQHLEDTLTTELIAKFLAK 297 
O_cuniculusA1ATF        MSRLG   RYDLFHCSTLASTVLRMDYKGNATALFL-LPDEG-KLQHLEDTLTTELITKFLAK 297 
O_cuniculusA1ATE        MSRLG   MYVMFHCSTLASTVLRMDYKGNATALFL-LPDEG-KLQHLEDTLTTELIAKFLAK 297 
C_miliiA1AT             MSRIG   SYYAKQERDLFSFVVLLPYKGNASMVLL-LPDEG-KMNALEENFSVSKFLSVVQS 307 
X_tropicalisA1AT        MSKTD   LYQFYKDEKIPCSVLQLPYKNNASMLII-VPELG-KIHEVEEALSVETLKRWTSS 298 
G_gallusA1AT            MYKNT   YYNIHRDEQLSCWVVEIPYRGNAAAFFV-LPDEG-SMNQVEDALLQDTVSNWSQS 304 
D_rerioA10              MLRSG   KYYLAYDPTFKVGILKLPCENGIAMLVL-LPDEDVDYTYVDESMTGEVFRGWVAK 276 
T_rubripesA10           MFLED   KFYMMVDTFLGVKVLKLPYKEGVSMLIV-LPNKNVDYTETDDEITADRIFRWTKM 284 
T_nigriviridisA10       MFLED   KFYMTMDKNLGVNVLKLPYKEGVSMLIV-LPNKNVDYTEIDDEITADRIFRWTKR 284 
H_sapiensA10            MYGAG   KFASTFDKNFRCHVLKLPYQGNATMLVV-LMEKMGDHLALEDYLTTDLVETWLRN 327 
M_musculusA10           -----   --------------------GNATMLVV-LMEKTGDYLALEDYLTVDLVETWLQN 277 
X_tropicalisA10         MYKTD   KVASVFDKDLSCTVFKLPYRGNAHMLII-KPEKEGDFGILEDHLTKELINSWQAK 274 
T_guttataA10            MFKSD   KINSTFDENLRCTVIKIPYKGNAHMLIV-IPEKEGDYISIEDHLTTELVESWLGN 323 
G_gallusA10             MFKSD   KVNSTYDENLRCNVIKLPYKGKAYMLIV-IPEKGEDYVSLEDHLTMELVESWLAN 323 
L_erinaceaA10           MYKEG   SFLSTYDENYSCTVLKLPYKESASMLVV-ISADMG-YQLLEDDLSVELVAQWIKA 317 
H_sapiensHsp47          MHRTG   LYNYYDDEKEKLQIVEMPLAHKLSSLIILMPHHVEPLERLEKLLTKEQLKIWMGK 296 
                                                                        s1B                  s2B                   s3B                 α-Helix G        α-Helix H                
 
                                                           282b                                                                        N-Gly.                                331c 
                                                        │                                                                           ↓                                     │ 
O_ariesA1AT             KYASSANLHL   PKLSISETYDL   KTVLGELGINRVFS-NGADLSGITEE-QPLMVSKALHKA 358 
S_scrofaA1AT            RYPSSANLHL   PKLTISGTYDL   KSLLGNLGITKVFS-DEADLSGVTEE-QPLKLSKALHRA 363 
F_catusA1AT             RHSRSANLHL   PKLSISGTYDL   QTVLRKMGITKVFS-NEADLSGITEQ-GPLKLSKALHKA 363 
O_orcaA1AT              RYARAAPTHR   PEWALPLARLS   SRLA----PGRGWG-PAACLC-SDGT-SVLSPLQAVHKA 358 
B_taurusA1AT            KYASSANLHL   PKLSISETYDL   KSVLGDVGITEVFS-DRADLSGITKE-QPLKVSKALHKA 358 
H_sapiensA1AT           EDRRSASLHL   PKLSITGTYDL   KSVLGQLGITKVFS-NGADLSGVTEE-APLKLSKAVHKA 360 
M_musculusA1AT          RRRRLAQIHF   PRLSISGEYNL   KTLMSPLGITRIFN-NGADLSGITEENAPLKLSQAVHKA 355 
M_zebraA1AT             FFRTNLFLSM   PKFSISAEASL   DDTLKESGITDAFG-DKADFSGMSNE-VPLKVSKVSHQA 351 
C_idellaA1AT            LFRSSVDLFM   PKFSITATSKL   KGILHEMGIADAFS-DTADFSGMIEE-VKVKVSDVVHQA 385 
X_laevisA1AT            FGYRSVDLTI   PKFSVSAELDL   VEVFKKFGVKDVFS-DLADLTGIAAS--RLKVSKALHKA 375 
D_rerioA1AT             LFRSSVDLFM   PKFSISATSKL   DDILMDMGMTDAFD-YKADFSGMTEE-VKVRVSRVLHQA 376 
C_punctatum             LPFRSATLHL   PKLLLKESYKL   KDLLMSLGIVDVFT-DNSNLSGMSET-APLKVSEVTHEA 356 
O_cuniculusA1ATS-1      SSFRSVRVRF   PKLSISGTYDL   KPLLGKLGITQVFS-DNADLSGITEQ-EPLKVSQALHKA 355 
O_cuniculusA1ATS-2      SSLRSVTVRF   PKLSISGTYDL   KPLLGKLGITQVFS-DNADLSGITEQ-EALKVSKALHKA 355 
O_cuniculusA1ATF        SSLRSVTVHF   PKLSISGTYDL   KPLLGKLGITQVFS-DNADLSGITEQ-EPLKASQALHKA 355 
O_cuniculusA1ATE        SSLRSVTVRF   PKLSISGTYDL   KPLLGKLGITQVFS-NNADLSGITEQ-EPLKVSQALHKA 355 
C_miliiA1AT             LTTGYIELQI   PKFSLKVSYKL   KDTLMKLGITDLFD-SQADLSGISTS-QPLKVTQIVHEA 365 
X_tropicalisA1AT        AEKSFFELFL   PKFSISSSLKL   KDILTDMGMGIIFT-DAADFSGISEN-SRLKLSKVVHKA 356 
G_gallusA1AT            LEGRSIDLYL   PKFSISGSYDV   KKLFLKMGVTDMFS-NNADFSGVAKN-TLLKVSRAIHKA 362 
D_rerioA10              LKKTKLEIQL   PRFSLKQSNSL   SVSLPSLGVKEIFG-NTANLTGISS-SEGLKLSEVEQKV 334 
T_rubripesA10           LRKVKLEVHL   PKFKMEHSYSL   HEILPDMGMASVFD-DSANLSKLSK-DQGIKVSEVLHKA 342 
T_nigriviridisA10       LQKTKLEVNL   PKFKMEQSYRL   HEILPDVGMASIFD-HSANLTKLSK-DQGLKVSEVLHKA 342 
H_sapiensA10            MKTRNMEVFF   PKFKLDQKYEM   HELLRQMGIRRIFS-PFADLSELSATGRNLQVSRVLRRT 386 
M_musculusA10           MKTRKMEVFF   PKFKLNQRYEM   HELLKQMGIRRLFS-TSADLSELSAMARNLQVSRVLQQS 336 
X_tropicalisA10         MQSRKTDIFF   PKFKLDQKYKL   KSSLNELGIKELFT-GKANLTDLTE-ERNLMLTEITQQA 332 
T_guttataA10            MKTRKVDISF   PKFKLEQKYKM   KKLLQGLGIKRLFT-CSADLSHLTD-HEYVAVSQVVQNA 381 
G_gallusA10             MKSRNMDISF   PKFKLEQKYKM   KKLLYALGIKNLFA-RTADLSHLTD-QKHLTVSQVVQKA 381 
L_erinaceaA10           MRF-HIDLYF   PRFKLDKSYKM   EKMLKQLGIIMPFT-NAADLSGISS-SHRLKISEVIHKA 374 
H_sapiensHsp47          MQKKAVAISL   PKGVVEVTHDL   QKHLAGLGLTEAIDKNKADLSRMSGK-KDLYLASVFHAT 355 
                                                                   s2C              s6A         α-Helix I                                                                    s5A 
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                                                                                         P5 bis P3’ des RSL 
                                                                                          ┌-----------------┐ 
O_ariesA1AT             ALTIDEKGTEAAGATFLEAI---PMSLPPDVEFNRPFLCILYDRNTKSPLFVGKVVNPTQ 415 
S_scrofaA1AT            VLTIDEKGTEATGATILEAI---PMSIPPNVKFNKPFLFLIYDTKTKAVLFMGKVMNPTQ 420 
F_catusA1AT             VLTIDEKGTEAAGTTVMEAI---PMSMPPTIQFNKPFVIILYDRNTKNILFMGKVVNPTN 420 
O_orcaA1AT              VLTIDEKGTEATGATFLEAI---PMSIPPEVEYNRPFFFIIYDKSTKTPLFMGKVVNPTQ 415 
B_taurusA1AT            ALTIDEKGTEAVGSTFLEAI---PMSLPPDVEFNRPFLCILYDRNTKSPLFVGKVVNPTQ 415 
H_sapiensA1AT           VLTIDEKGTEAAGAMFLEAI---PMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQ 417 
M_musculusA1AT          VLTIDETGTEAAAVTVLQMV---PMSMPPILRFDHPFLFIIFEEHTQSPIFLGKVVDPTH 412 
M_zebraA1AT             VLSVDETGTEAAAATTVEIM---PMSLPLTITLNRPFLLFILEHSTKSILFMGKINNPTA 408 
C_idellaA1AT            VLSVDEKGTEAAAATTIEIM---PMSLPDTVVLNRPFMVLIVEDSTKSILFMGKITNPTL 442 
X_laevisA1AT            VLSIDEKGTEAAAATAFEIM---PMMIPPNIKFNQPFLITIYDQETRSTLFLGRITNPKN 432 
D_rerioA1AT             VMSVDEKGTEAAAITTIEIM---PMSLPHTVILNRPFLVLIVEDSTMSILFMGKITNPTA 433 
C_punctatum             VLDIDETGTKATAVTGIEII---PFSVPSEYVFNRPFFLLIADHNVKSVLFAGRVMNPTA 413 
O_cuniculusA1ATS-1      VLTIDERGTEAAGATFVGIM---PSSLPESVIFDRPFLFVIYSHELKSPLFVGKVVDPTQ 412 
O_cuniculusA1ATS-2      VLTIDERGTEAAGATFVEYV---LYSMPQRVTFDRPFLFVIYSHEIKSPLFVGKVVDPTQ 412 
O_cuniculusA1ATF        VLTIDERGTEAAGATYMEII---PMSLPDSITLDRPFLFVIYSHEIKSPLFVGKVVDPTQ 412 
O_cuniculusA1ATE        VLTIDERGTEAAGASFVELI---PESVPDSITLDRPFLFVIYSHEIKSPLFVGKVVDPTQ 412 
C_miliiA1AT             VLEVDEIGTVAAAATGAEMI---PTSIFPRHKFNRPFFLIIVEHKTKSVLFTGKVMNPTE 422 
X_tropicalisA1AT        VLNVAENGTEAAAASAVEGV---LTSLMVQFVVDKPFITLICSQEPYSILFMSRVIDPTE 413 
G_gallusA1AT            KLNVNENGTEAAAVTMVEMKVFSAMIDPLEIKFNRPFVMMIFDKITNSILFMGKVVNPVA 422 
D_rerioA10              AVDVDESGGSLAEASGN-LF---MNPLPPRLTFNRPFIFVVYHEVTKCILYIGRVVDPTK 390 
T_rubripesA10           VIEVDETGTTAAAATIIGIT---PFSLPRTFTVNRPFFFFIYHEKTNCMLFMGRVIDPTK 399 
T_nigriviridisA10       VIEVDETGTIAAAVTAVGIT---PFSLPRTFFVNRPFFFFIYHEKTNCMLFMGRVIDPTK 399 
H_sapiensA10            VIEVDERGTEAVAGILSEIT---AYSMPPVIKVDRPFHFMIYEETSGMLLFLGRVVNPTL 443 
M_musculusA10           VLEVDERGTEAVSGTLSEII---AYSMPPAIKVNRPFHFIIYEEMSRMLLFLGRVVNPTV 393 
X_tropicalisA10         MIEVDERGTEAAAVAGAEII---AYSLPLTIRVNRPFLFMIFEEAYQSLLFLGRVMDPTK 389 
T_guttataA10            VIEVDEEGTEAAAATASEIT---AFTVPPVIKVDRPFLFMIFEETFKTLLFIGRVIDPTE 438 
G_gallusA10             VIEVDEKGTEAAAATGSEII---AFSVPPVLKVDRPFLFMIFEETFKTLLFIGRVVDPTE 438 
L_erinaceaA10           VIDVNERGTEAAAATGTFAV---PYSLPPLIKVDHPFLFMIHEDITKTLLFIGRVNDPTK 431 
H_sapiensHsp47          AFELDTDGNPFDQDIYGR----EELRSPKLFYADHPFIFLVRDTQSGSLLFIGRLVRPKG 411 
                                                                         Hinge                        ││      s1C                s4B                  s5B 
                                                                                                         P1  P1’ 
 
O_ariesA1AT             A--------------- 416 
S_scrofaA1AT            K--------------- 421 
F_catusA1AT             TIPGFLNSAPSPDDRH 436 
O_orcaA1AT              K--------------- 416 
B_taurusA1AT            A--------------- 416 
H_sapiensA1AT           K--------------- 418 
M_musculusA1AT          K--------------- 413 
M_zebraA1AT             ---------------- 408 
C_idellaA1AT            ---------------- 442 
X_laevisA1AT            ---------------- 432 
D_rerioA1AT             ---------------- 433 
C_punctatum             ---------------- 413 
O_cuniculusA1ATS-1      H--------------- 413 
O_cuniculusA1ATS-2      H--------------- 413 
O_cuniculusA1ATF        H--------------- 413 
O_cuniculusA1ATE        H--------------- 413 
C_miliiA1AT             SV-------------- 424 
X_tropicalisA1AT        K--------------- 414 
G_gallusA1AT            KED------------- 425 
D_rerioA10              N--------------- 391 
T_rubripesA10           N--------------- 400 
T_nigriviridisA10       N--------------- 400 
H_sapiensA10            L--------------- 444 
M_musculusA10           L--------------- 394 
X_tropicalisA10         L--------------- 390 
T_guttataA10            M--------------- 439 
G_gallusA10             T--------------- 439 
L_erinaceaA10           L--------------- 432 
H_sapiensHsp47          DKMRDEL--------- 418 
 
Abbildung 89: Alignment von α1-Antitrypsin-Sequenzen und ZPI-Sequenzen 
Das Alignment (Clustal Omega) vergleicht α1-Antitrypsin-Sequenzen und ZPI-Sequenzen. Cpα1AT teilt nur einen 
Lysin-Rest mit der Glykosaminoglykanbindestelle (gelb) und keine Position der Protein Z-Bindestelle (blau) mit 
ZPI-Sequenzen. Der Vergleich der RSL-Sequenzen (schwarz-weiß invertiert) zeigt, dass Phenylalanin (rot) an der 
Position P1 in α1-Antitrypsin-Sequenzen anderer Vertebraten ebenfalls auftaucht. Die N-Glykosylierungsstellen 
von Cpα1AT sind gekennzeichnet. Die Sekunärstrukturelemente beziehen sich auf das humane α1-Antitrypsin 
(PDB-ID: 1qlp). Die zugehörigen Zugangsnummern sind in Tabelle 55 angegeben. 
                                                                                                                                                      ANHANG 
225 
 
8.7.5 Isolierte c-DNA-Sequenz von Angiotensinogen aus  Chiloscyllium 
punctatum 
     1  GAAAATAAGCGATGAACCTGGACTAATCAAATCAAAGTGCACTATTTCAGAAGAGCATTG 
 
     1                     M  K  Q  I  F  S  L  L  W  M  G  A  L  L  
    61  GGTTGAAAAGTGTTGAGCATGAAGCAGATCTTCTCCCTGCTCTGGATGGGAGCACTCCTG 
 
    15   Q  R  G  T  T  N  R  P  Y  I  H  P  F  H  L  F  T  C  N  Q  
   121  CAACGGGGGACAACAAACCGGCCCTACATTCATCCTTTCCATCTATTTACCTGCAATCAA 
 
    35   T  R  V  Q  E  E  M  D  Q  N  N  S  F  L  L  D  L  S  G  V  
   181  ACTAGGGTCCAGGAGGAAATGGACCAAAACAACAGCTTCCTTCTTGACCTGAGTGGGGTC 
 
    55   D  V  T  S  P  V  N  G  S  E  Q  R  W  E  D  K  V  Q  W  N  
   241  GATGTCACGAGTCCTGTGAATGGATCTGAACAGAGGTGGGAGGATAAGGTACAATGGAAT 
 
    75   V  S  R  S  K  I  L  S  L  M  T  I  Q  K  D  L  G  N  L  W  
   301  GTCAGCCGCAGCAAGATTCTCTCGTTAATGACTATCCAGAAAGATCTGGGCAACCTCTGG 
 
    95   F  P  R  L  S  P  L  E  G  S  G  V  V  L  M  A  P  F  H  L  
   361  TTCCCCAGGCTGAGCCCACTGGAAGGGTCAGGGGTAGTGCTGATGGCCCCCTTCCATCTG 
 
   115   Y  G  S  L  A  A  L  S  L  G  T  G  G  I  T  A  E  N  F  R  
   421  TACGGGAGCCTGGCTGCTCTGTCTTTGGGGACTGGGGGGATCACTGCTGAAAACTTCCGT 
 
   135   D  H  L  G  L  V  D  H  G  C  I  S  D  R  H  S  W  V  M  R  
   481  GACCACCTGGGACTTGTGGACCACGGATGCATTAGTGATCGGCATTCCTGGGTCATGCGT 
 
   155   W  Q  G  R  L  L  E  H  D  I  L  S  Q  Q  G  G  L  L  D  T  
   541  TGGCAAGGCAGGCTGCTCGAACACGACATCTTATCTCAACAAGGAGGCTTGCTGGACACT 
 
   175   G  T  W  L  V  I  R  K  G  L  Q  L  R  Q  A  F  L  W  E  L  
   601  GGCACCTGGTTAGTTATCAGGAAGGGCCTGCAACTCCGCCAAGCCTTCCTGTGGGAACTC 
 
   195   Q  W  F  H  P  S  V  Q  L  K  T  A  N  T  S  Q  P  H  M  A  
   661  CAGTGGTTCCACCCCAGCGTGCAACTGAAAACAGCCAACACTAGCCAGCCCCACATGGCT 
 
   215   E  E  M  I  N  S  L  I  R  N  A  T  A  G  R  V  S  S  L  V  
   721  GAAGAGATGATCAACAGCCTCATCCGCAACGCAACTGCTGGGAGGGTCAGCAGCCTGGTG 
 
   235   N  G  L  S  P  S  T  N  L  V  L  A  S  Y  I  H  F  K  G  K  
   781  AACGGCCTGAGTCCGAGCACAAATCTGGTGTTGGCCAGTTACATTCACTTTAAAGGAAAG 
 
   255   W  K  T  R  S  Q  C  H  G  S  E  F  Q  D  F  F  D  V  G  E  
   841  TGGAAGACTAGATCGCAATGTCATGGATCAGAATTTCAAGATTTCTTCGATGTTGGAGAG 
 
   275   D  K  V  Q  V  S  M  T  T  W  C  G  K  S  E  Y  K  I  D  P  
   901  GATAAAGTCCAAGTCTCTATGACAACTTGGTGTGGCAAGTCGGAGTATAAGATTGATCCT 
 
   295   T  Y  T  M  V  K  L  P  V  T  G  T  A  D  I  M  L  V  Q  P  
   961  ACATACACGATGGTTAAGCTCCCAGTGACTGGAACAGCAGACATCATGCTTGTCCAGCCA 
 
   315   A  Q  P  D  T  L  E  S  I  E  S  S  L  E  V  N  R  I  A  L  
  1021  GCCCAGCCAGACACGTTGGAGAGTATTGAATCCTCCCTAGAAGTTAACAGGATTGCACTT 
 
   335   Q  S  G  I  V  R  L  V  L  P  R  F  K  W  N  S  T  Y  D  V  
  1081  CAGTCTGGGATTGTAAGGCTTGTCTTGCCACGGTTCAAATGGAACAGTACATATGATGTG 
 
   355   K  E  L  Y  H  R  M  Q  L  P  N  M  L  S  G  Q  A  N  F  S  
  1141  AAGGAACTTTACCACAGGATGCAACTGCCAAATATGTTGAGCGGTCAAGCTAATTTCTCC 
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   375   R  L  N  N  V  Q  N  L  T  P  D  Q  I  I  Q  H  V  I  F  E  
  1201  AGATTAAATAATGTCCAAAACCTAACACCAGACCAGATAATACAACATGTTATTTTTGAA 
 
   495   V  M  E  D  G  E  K  P  T  P  S  G  H  I  P  F  S  N  T  T  
  1261  GTGATGGAAGATGGAGAGAAGCCAACCCCTTCAGGACATATTCCATTCAGTAATACAACC 
 
   415   I  T  M  E  I  R  I  D  K  P  F  F  F  Q  V  Y  S  R  T  L  
  1321  ATCACAATGGAGATTCGGATAGATAAACCTTTCTTTTTCCAGGTCTATAGTAGAACATTG 
 
   435   N  N  L  L  F  L  G  R  I  K  K  L  H  -   
  1381  AATAATCTGCTGTTTCTTGGCAGAATAAAGAAACTTCACTGAAAAAAAAAAAAAAAAAA   
 
Abbildung 90: Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von 
Angiotensinogen aus Chiloscyllium punctatum 
Die Kozak-Sequenz (rot), das Stoppkodon (lila) und das Polyadenylierungssignal (grün) sind gekennzeichnet. 
 
 
8.7.6 Alignment von CpAng mit Angiotensinogen-Sequenzen 
                                                                                                                                    Angiotensin I- 
                                                                                                                                        Sequenz          N-Gly.                                                                                     
                                                                                                                        ┌-----------------┐      ↓ 
C_punctatum          --------------MKQIFSLLWMGALL----QRGTT NRPYIHPFHL FTCNQTRVQEEMD 42 
T_scyllium           --------------MRWIFSLLWVGALL----EWGTT NRPYIHPFQL FTCNRTEFQEEMD 42 
D_akajei             ------------MTTKWILALLWIGTLV----EVGAG DRPYIHPFFL ITCNQSESSMQVD 44 
L_erinacea           ----------MRKRMKLIFPLLCLGALM----EPGAP YRPYIHPFSL VSCNQLTSSVEID 46 
C_milii              --------------MKWALCFLCLGMHV----ALIRS NRPHIHPFLL MYVNKTQSDDQVN 42 
H_sapiens            ---------MAPAGVSLRATILCLLAWA----GLAAG DRVYIHPFHL VIHNESTCEQLAK 47 
M_musculus           ---------MTPTGAGLKATIFCILTWV----SLTAG DRVYIHPFHL LYHNKSTCAQLEN 47 
C_lupus              ---------MAPAGVSLVVTVLCLLAGA----GLAAG DRVYIHPFHL LVYSKSSCEQLEK 47 
G_gallus             --------------MKLAAGLLCLLLCF----TAVGC DRVYVHPFSL NAINESACEELER 42 
O_fasciatus          ---------MQTLRS--PLLALLLCCYL----SGSQA NRVYVHPFHL FAAENVSCETLQT 45 
P_altivelis          ---------MDRALS--PLLLLLMLSCS----RISQA NRVYVHPFNL FASDNVSCETIQT 45 
D_rerio              -------------MK--MFLAFLFLSCF----AMART NRVYVHPFNL FSSENISCEVIQS 41 
P_marinus            -----------MKLFILLLLAFCAALCSPCVGEEDYD DRPYMQPFHL IPPPLSVQATEQP 49 
L_camtschaticum      -----------MKLFI-LLLAFCAALCSPCVGEEDYD ERPYMQPFHL IPPSLSVQVTEQP 48 
L_fluviatilis        -----------MKLFI-VLLAFCAALCSPCVGEEDYD ERPYMQPFHL IPPSLSVQATEQP 48 
H_sapiensHsp47       ------------MRSLLLLSAFCLL------------ ---------- -EAALAAE----- 20 
 
                                                            N-Gly.                                                            N-Gly.                           N-Gly. 
                                                            ↓                                                                ↓                                 ↓ 
C_punctatum          ------QNNSFLLDLSGVDVT---------------SPVNGSEQRWEDKVQ----WNVSR  77 
T_scyllium           ------RNNSFLPEQS---------------------PVNMSEE-WWENEL----WKVSP  70 
D_akajei             ------GEEDFLPELIGDNEI----------------LVNGSLRMWWEEEE--EQVKPSL  80 
L_erinacea           ------GNDTTLPGVVEVNAN----------------QVNSSKGAWWDEEEKEGQVQPSR  84 
C_milii              -------NKTFLPPLAEFLKLQARMVPDSGSSDDEDQAHPKTKQIWLKERNTK-------  88 
H_sapiens            ANAGKPKDPTFIPAPIQAKTS-----PVDE-KALQDQLVLVAAK--L--------DTEDK  91 
M_musculus           PSVETLPESTFEPVPIQAKTS-----PVNE-KTLHDQLVLAAEK--L--------EDEDR  91 
C_lupus              SNTEMPKDLTFLPVPIQAKTS-----PVDE-EALREELVLVSER--L--------EGEDK  91 
G_gallus             LAQE--GKKTFVPASIESQTT-----PAYE-EDVKDEVRLDSPS--L--------SVRGR  84 
O_fasciatus          QTSK--PLETLPVAPLDNEV--------LT-PDSRDPSQLDAQ------------RQNIT  82 
P_altivelis          QETK--PLETVSVAALTLDN--------LE-PDSRDICYSDGP------------QQNIT  82 
D_rerio              EEHK--PLETVHPLPPLPGS--------TD-PDPRTASAA-ES------------LKNLT  77 
P_marinus            LASN---ETWDYPEPLAPGQS-----PAASSEEGSS-EEKGDERESHRGEGRRGRKDKYK 100 
L_camtschaticum      LASN---ETWDYPEPLAPGQS-----PAASSEEGSS-EEKGDERDPHRDEGKRGRKDKKK  99 
L_fluviatilis        LASN---EAWDYPEPLAPGQS-----PAASSEEGSS-EEKGDEREPHGDEGKRGRKDKKK  99 
H_sapiensHsp47       ------------------VKK-----PAA--------------------AAAPGTAEKLS  37 
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C_punctatum          SKILSLMTIQKDLGNLWFPRLSPLEGS--GVVLMAPFHLYGSLAALSLGTGGITAENFRD 135 
T_scyllium           TKMFTLISLQMSLAKIWFAKLGSLEES--GVTLLSPVHLYESLAALSLGAGGATAKSFRE 128 
D_akajei             QVRNYLYHLQASLGHSWLSHWTSQEGS--GVTVLSPMYLQVVLAALSLGADGSTLDNLQM 138 
L_erinacea           SKRRYLSSLQAALGTSWFSRWMSREGS--GATVLSPPYLHMVLASLLVGAEGSTADKFHD 142 
C_milii              --LQAVAISQTENTVVLLNHAFPPNRC--ADLVLSPLQIYSSLAALSLGAANATAQIFHD 144 
H_sapiens            LRAAMVGMLANFLGFRIYGMHSELWGVVHGATVLSPTAVFGTLASLYLGALDHTADRLQA 151 
M_musculus           KRAAQVAMIANFVGFRMYKMLNEAGSGAS-GAILSPPALFGTLVSFYLGSLDPTASQLQT 150 
C_lupus              MRATKVGMMLNFLGFHMYRMLSESQNAAS-GTILSPTTLFGTLASFYLGALDPTASRLQA 150 
G_gallus             QKLIYLKDFVHVLGMRFYNLQREARQGQ--NVLLSPTSLYGSLASFYLGASNQTAADLQG 142 
O_fasciatusg         ERTAVLAELLNSLGLRMYQALSSKQQST--NTLLSPVNTYGSLVTFYLGASKKTASLFQL 140 
P_altivelis          QRTAVLTELLNSLGLRMYQALSTKQKGS--NTLISPINSFGSLVTFYLGASKRTAIPYQQ 140 
D_rerio              QRTAVLAELQNSLGLRMYQTLSRTQKHT--NTLLSPLNAFGALVTLYLGASKKTAISYQQ 135 
P_marinus            SKTQRIASAVNGLGFRLYKQVLGGAGPA-DNIFFSPLSIASALGVVAAGANGSSRAELDT 159 
L_camtschaticum      SKTQRIASAVNGLGFRLYKQVLGGAGPA-DNIFFSPLSIASALGVVTVGANGSTRAELDT 158 
L_fluviatilis        SKTQRIASAVNGLGFRLYKQVLGGAGPA-DNIFFSPLSIASALGVVTAGANGSTRAELDT 158 
H_sapiensHsp47       PKAATLAERSAGLAFSLYQAMA-KDQAV-ENILVSPVVVASSLGLVSLGGKATTASQAKA  95 
                                                                α-Helix A                                      s6B           α-Helix B              α-Helix C   
  
C_punctatum          HLGLVD----HGCI----SDRHSWVMRWQGRLLEH--DILSQQGGLLDTGTWLVIRKGLQ 185 
T_scyllium           HLGLMD----YRCV----GDRHSWVMRWQGRLLHH--DILTRQEGSVSTGAWLIFRKGLQ 178 
D_akajei             ILGLSH----SECGGGSSGDQHSLGMRQQLWLLLR--DVLAQHHGSLSIGTWMIFQDRIW 192 
L_erinacea           VLGLSD----SSCGEIR-DSQRSQDMHQQFRLLLR--DILSHQRGSLSTGTWMIFQEGLR 195 
C_milii              ILGFTS----SSQVTTANLREKDASVRQLNDFLLS-----WLPGRYLSTRNWIFVQRDIK 195 
H_sapiens            ILGV--PWKDKNCTSRLDAHKVLSALQAVQGLLVAQGRADSQAQLLLSTVVGVFTAPGLH 209 
M_musculus           LLDV--PVKEGDCTSRLDGHKVLAALRAIQGLLVTQGGSSSQTPLLQSIVVGLFTAPGFR 208 
C_lupus              FLGV--PGEDQGCTSRLDGHKVLSALQTIQSLLVAQGGASGQSTPLLSTVVGLFTAPGLR 208 
G_gallus             LLGFVPPSGDSNCTSRVDGRKLLESLRTIESLVKTQD-----EELLFSKVFCLFSAPGIL 197 
O_fasciatus          LLGLSSGTDREDCVSLVDGHKVLKTLQSINSLVDDGPK------DEITTQVWTFARQDAQ 194 
P_altivelis          LLGLNKDTDKEDCVSLVDGHKVLKTLQGINSLV-DGPK------DEIDTRVWSFARQDVR 193 
D_rerio              LLGLNLESEQTDCAYFVDGHTVLRTLQAISAHVDE-SR------KELRTLVWTFVNSDAD 188 
P_marinus            ALGFKE---------LLHGKKKAKSMKYFARLNSA--LYRRSAGFELMGKNVVFSKKGLW 208 
L_camtschaticum      ALGFKE---------FLHGKKKAKSMKYFARLNGA--LYRRSAGFELMGKNVVFSKKGLW 207 
L_fluviatilis        ALGFKE---------FLHGKKKAKSMKYFARLNGA--LYKRSAGFELMGKNVVFSKKGLW 207 
H_sapiensHsp47       VLSAEQ---------LRDEEVHAGLGELLRSLSN---STARNVTWKL--GSRLYGPSSVS 141 
                                                                                                  α-Helix D                                          s2A  
 
                                                                                           N-Gly.                              N-Gly. 
                                                                                       ↓                                   ↓ 
C_punctatum          LRQAFLWELQWFHPSVQLKTANTS-QPHMAEEMINSLIRNATA-GRVSSLVNGL-SPSTN 242 
T_scyllium           LRRAFSWELRWFYPQVQLRAADCN-QPRVAEETINSLVLNATG-GRVSNLVTGL-SPSTN 235 
D_akajei             LRRTFTEHLRLFHPEVWLGATDFS-QPPLAEESINNVIHRATG-GRLNNLVTGL-NPSTK 249 
L_erinacea           LHHSFVHSLRLFYPEVQLGSANFS-QPRVVEESINSLVHRASG-GRLDNLVAGLVTPRTN 253 
C_milii              VLESFAVNAKEFYN-VNLLAIDFT-HTPLAEQLINRYMHNASGGGRVKDPVIGL-SPTAT 252 
H_sapiens            LKQPFVQGLALYTPVVLPRSLDFT-ELDVAAEKIDRFMQAVTG-WKTGCSLMGA-SVDST 266 
M_musculus           LKHSFVQSLALFTPALFPRSLDLSTDPVLATEKINRFIKAVTG-WKMNLPLEGV-STDST 266 
C_lupus              LKQPFVRALAPFAPITFPRSLDLSMDPDLAAEKINRFMQAVTG-WRMDRPMSGI-SPDST 266 
G_gallus             LSQQFVHNLLPSADAFYTRAVDFT-NPSEATKQINAFVEAKSK-GQSKHLLTDL-DPTTD 254 
O_fasciatus          LSEDFIQGTQDFSDTSFIRGVDFS-KPQEAEQLVNSFVEKTSD-GKVKSVFKDL-NSSSD 251 
P_altivelis          LAEDFVRGTQDFSDASFIRAVDFS-KVQEAEVQVNSFVEKTSG-GKVKDLFKDL-SPETN 250 
D_rerio              LSKEFLRGTQDFSDDSFVRSVDFS-QAKDAEVEVNNFIQKTSD-NKVKSMFKGV-TPKTD 245 
P_marinus            LYRQFTRTVAHLFK-SNVRSVDFG-ESKEAVELMNAYIEKVTS-KKFTDVISDV-DTATS 264 
L_camtschaticum      LYRQFTRTVAHLFK-SNVRSVDFG-DSKNAVELMNAHIEKVTS-KKFPDVISDV-DTDTS 263 
L_fluviatilis        LYRQFTRTVAHLFK-SNVRSVDFG-DSKNAVELMNAYIEKVTS-KKFPDVISDV-DTDTS 263 
H_sapiensHsp47       FADDFVRSSKQHYN-CEHSKINFR-DKRSALQSINEWAAQTTD-GKLPEVTKDV-ERTDG 197 
                         α-Helix E         s1A                            α-Helix F 
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C_punctatum          LVLASYIHFKGKWKTRSQCHGSEFQDFFDVGEDKVQVSMTTWCGKSEYKIDP--TYTMVK 300 
T_scyllium           LVLASYIHFTGKWQSRSQCQGSELQDFFNDGEDKVQVPMMTWCGKLRYYIDP--EYTLIK 293 
D_akajei             LVVASFIHFKGKWKTRSQCHGTELHDFFNDSGNKAQVPMTTWCGWLQYKTTP--EYTLVK 307 
L_erinacea           LLVASFIHFKGRWKTRSQCHGTELQDFFNDAGDKVKVPMTIWCGQLQYKTAP--EYTMIK 311 
C_milii              MMSASYMEFKGKWKKAFESHTTELQDFFIEEDRRIRVPTMSQAGWFQGIVAH--EYTAIK 310 
H_sapiens            LAFNTYVHFQGKMKGFSLL--AEPQEFWVDNSTSVSVPMLSGMGTFQHWSDIQDNFSVTE 324 
M_musculus           LLFNTYVHFQGTMRGFSQL--PGVHEFWVDNSISVSVPMISGTGNFQHWSDTQNNFSVTC 324 
C_lupus              LLFNTYVHFQGKLKGLSPL--AGLREFWVDNTTSVSVPMLSGTGTFQHWSDPQSNLSMTR 324 
G_gallus             LLVAVDVRLAANAKKASWL--KEPQEFWVDSNRAISVPMLSVTGMFKYMTDTSETFSATE 312 
O_fasciatus          LLFLTSFNFQGNWRTAFQPERTSLQEFHVDVTTTVMAPLMTHTGQYHYLNDMVRRCTVVK 311 
P_altivelis          LLFISSVQFKGNWKTAFQPEKTSMQEFKVDEKTTVSVPLMTHTGQYRYLNDKGRRCTVVK 310 
D_rerio              LLFASSVHFKGNWKTAFQPEATSDQDFWTQKNSSVQVPFMMHTGDYKYLDDAGRKCSIVR 305 
P_marinus            LMIVNVIHFKGSWANKFEPDLTKNVRFWVNSSYSMMVPTMHQRAKLSYAQDRKLRSTVIK 324 
L_camtschaticum      LVIVNVIYFKGSWENKFEPDLTKNVRFWVNSSYSMMVPTMHQRAKLSYTQDRKLRSTVVK 323 
L_fluviatilis        LVIVNVIYFKGSWGNKFEPDLTKNVRFWVNSSYSMMVPTMHQRAKLSYTQDRKLRSTVVK 323 
H_sapiensHsp47       ALLVNAMFFKPHWDEKFHHKMVDNRGFMVTRSYTVGVMMMHRTGLYNYYDDEKEKLQIVE 257 
                                                            s3A                  s4C                                                   s3C                         s2B                            
 
                                                                                                                                                                           N-Gly. 
                                                                                                                                                              ↓ 
C_punctatum          LPVTGTA-DIMLVQPAQPDTLESIESSLEVN---RIA--LQS--GIVRLVL PRFKWNSTY 352 
T_scyllium           LPMNGTV-YMMLVQPVQSNLLQKIESTLDVN---DIM--LKT--GLVRLTL PRFKWDSTY 345 
D_akajei             LPLSETM-YMILIQTDQPATVEKIAQMLAVY---QTLKHFQT--GFVRLVM PQFVWKSTY 361 
L_erinacea           LPLSETM-YVMLIQPVRPAKMKNFERTLTTD---RILGDSQT--GFVKLVM PRFVWEGTY 365 
C_milii              LPMAGST-SMTIVQPVKVDLMQKIHRKLPIR---TIFEQLQS--RFVKVSL PKFKLDTTY 364 
H_sapiens            VPFTESA-CLLLIQPHYASDLDKVEGLTFQQNSLNWMKKLSP--RTIHLTM PQLVLQGSY 381 
M_musculus           VPLGERA-TLLLIQPHCTSDLDRVEALIFRNDLLTWIENPPP--RAIRLTL PQLEIRGSY 381 
C_lupus              VPLGKSA-CLLLVRPLSTWGLQTVEALTFQHNFPTWVKNLSP--RAIRLTM PQLTLRGSY 381 
G_gallus             IPVGKNV-LLVLLQPINGNDLDKVEAKL-PLQSSAWLENLSP--RKIKLTL PEFRIEDSS 368 
O_fasciatus          LSLSKRS-YMLLVLPHEGANVHDIESKLRTDVMSDWHQSLQE--GLLELSL PKFSMSSVT 368 
P_altivelis          LALSKRA-YMLLVLPHEGASLSDIEAQLRTDVISGWHRHLKE--GLLELSL PKFSMAALT 367 
D_rerio              LGLSKRT-FMLLVLPHEGASLQDIEKPLL-TVIPTWLRHLKE--KYLELSL PKFSLTAVT 361 
P_marinus            LPYEGGA-SMLVIVPHRTEELPKVEESVSQEQLEEWLSLLGPSNHYVQLSL PKFKISVSY 383 
L_camtschaticum      LPYEGGA-SMLVIVPHRTEDLPKVEESVSQEQLEEWLSLLGPSNHYVQLSL PKFKISVSY 382 
L_fluviatilis        LPYEGGA-SMLVIVPHRTEDLPKVEESVSQEQLEEWLSLLGPSNHYVQLSL PKFKISVSY 382 
H_sapiensHsp47       MPLAHKLSSLIILMPHHVEPLERLEKLLTKEQLKIWMGKMQK--KAVAISL PKGVVEVTH 315 
                                                                     s3B                    α-Helix G                                         s2C            s6A 
 
                                                                                                N-Gly.         N-Gly. 
                                                                                          ↓                ↓ 
C_punctatum          DV   KELYHRMQ---LPNML-SGQANFSRLNNVQNLTPDQIIQHVIFEVMEDGEKPTPSGHI 408 
T_scyllium           DA   KELYRRMK---LPDML-GGQANFSRLNNVQELTPDQVKQRVIFEVLEDEEKPTS-ADV 400 
D_akajei             DV   KEQFS--Q---TPDTL-GAEANFSRLSRAQNVVPEQVLHSVIFEVTEDEEEQITAEDL 415 
L_erinacea           NV   KELFS--Q---DPDML-GGQANFSRISSAQRLVPEQVIQSIIFEVMEDEREQVIAEDL 419 
C_milii              NI   KDIFLRMK---GPDAF-SSEADFSRLSNDGRLKPDKVTNNINFELTEDWEEPVAQGNV 420 
H_sapiens            DL   QDLLAQAE---LPAIL-HTELNLQKLSND-RIRVGEVLNSIFFELEADE-REPTESTQ 435 
M_musculus           NL   QDLLAEDK---LPTLL-GAEANLNNIGDT-NPRVGEVLNSILLELKAGEEEQPTTSVQ 436 
C_lupus              DL   QDLLAQAK---LPTLL-GAEANLGKISDD-NVRVGKVLNSILLELQADQEEQPTESAP 436 
G_gallus             DL   QEFLADMK---LPALL-GKEADLSKISDT-HLTVGKIMNKAFFKLSSDATHQPEDATA 423 
O_fasciatus          DV   RDLLTNLDPEIEAQLL-GSQAEFSQLSNIKPFTIDEAVNKVTFEMSEEGAE-P--QDQ 424 
P_altivelis          DL   RVLLTDMAAEIEKRLL-GSEAEFERLSDKKPFSIDQVYNKVEFEMSEEGAE-S--QDR 423 
D_rerio              DL   RSVLSEMA--VEKYLM-GSDASFRRMSSKENFTVDKVLNKVVFEMTEGGSE-V--QNR 415 
P_marinus            DL   KAYLSAMG---MPSMF-SYGADLSRITGMQKLHVDKITHKSVLHVNEEGTEAKAETVV 439 
L_camtschaticum      DL   KAYLSAMG---MSSMF-SYGADLSRITGMQKLHVDKITHKSVLHVNEEGTEAKAETVV 438 
L_fluviatilis        DL   KAYLSAMG---MSSMF-SYGADLSRITGMQKLHVDKITHKSVLHVNEEGTEAKAETVV 438 
H_sapiensHsp47       DL   QKHLAGLG---LTEAIDKNKADLSRMSGKKDLYLASVFHATAFELDTDGNPF-DQDIY 371 
                                                    α-Helix I                                                                             s5A 
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                                                   N-Gly. 
                                                  ↓ 
C_punctatum          PFSNTTITMEIRIDKPFFFQVYSRTLNNLLFLGRIKKLH-------- 447 
T_scyllium           PFSNTTFTTEIRIDKPFFFQVYDKILSQLLFLGRVKKLH-------- 439 
D_akajei             DVGNI-TTIEIRFNKPFFFRVYDGASNALLFLGRVKEFPLKSELKNF 461 
L_erinacea           SVTNT--TTEIRINKPFFFRVYDGTLEMLLFLGRVKKLPLKSELNIF 464 
C_milii              QFNNA---TEIKINRPFLFHVYDDVSNTLLFVGRVKNLTEYDQN--- 461 
H_sapiens            -QLNKPEVLEVTLNRPFLFAVYDQSATALHFLGRVANPLSTA----- 476 
M_musculus           -QPGSPEALDVTLSSPFLFAIYEQDSGTLHFLGRVNNPQSVV----- 477 
C_lupus              -QPDGPEVLEVTLDHPFLFAIYEQESTALHLLGRVANPLSGV----- 477 
G_gallus             -QEEDSVPQEVMLNKPFLLAVFEAKSRAMLFLGRVTNPLQEV----- 464 
O_fasciatus          -IQEAGVPLKLSINRPFFFSVIEGDSNAILMLGKITNPTL------- 463 
P_altivelis          -SQEGGVPLPLTVNRPFFFSIVEGNSNAILMLGKVTNPTL------- 462 
D_rerio              -TDDGRAPHKVTFNRPFFFAVVEGNSNAILMLGKIINPTA------- 454 
P_marinus            GIMPISMPPTVTVDRPFVVLIYDEKTRAVIFMGRVADPKQ------- 479 
L_camtschaticum      GIMPISMPPTVTVDRPFVVLIYDEKTRAVIFMGRVADPKQ------- 478 
L_fluviatilis        GIMPISMPPTVTVDRPFVVLIYDEKTRAVIFMGRVADPKQ------- 478 
H_sapiensHsp47       GREELRSPKLFYADHPFIFLVRDTQSGSLLFIGRLVRPKGDKMRDEL 418 
                                                                    s1C             s4B                    s5B 
 
Abbildung 91: Alignment von Angiotensinogen-Sequenzen 
Gekennzeichnet sind neben der Angiotensin I-Sequenz (schwarz-weiß invertiert) im N-Terminus, die 
potenziellen N-Glykosylierungsstellen von CpAng. Zusätzlich sind Cystein-Reste für mögliche 
Disulfidbrückenbindungen markiert (blau). Außerhalb der Angiotensin I-Sequenz sind die Sequenzen stark 
heterogen. Die Zugangsnummern sind Tabelle 55 zu entnehmen. Die Sekundärstrukturelemente sind von dem 
murinen Angiotensinogen abgeleitet (PDB-ID: 2wxx). 
 
 
8.7.7 Alignment von Angiotensinogen-Sequenzen und Heparin Kofaktor II-
Sequenzen mit der Teilsequenz aus Eptatretus burgeri (SpnV2)  
 
                                                                                                                                                 Angiotensin I- 
                                                                                                                                                      Sequenz                                                                                               
                                                                                                                                                           ┌--------------┐       
C_miliiAng             -----MKWALCFLCL--GMHVALIR---------------SNRPHIHPFLLMYVNKT--Q  36 
C_punctatumAng         -----MKQIFSLLWM--GALLQRGT---------------TNRPYIHPFHLFTCNQT--R  36 
T_scylliumAng          -----MRWIFSLLWV--GALLEWGT---------------TNRPYIHPFQLFTCNRT--E  36 
L_erinaceaAng          -----MKLIFPLLCL--GALMEPGA---------------PYRPYIHPFSLVSCNQL--T  36 
D_rerioAng             -----MKMFL-AFLF--LSCFAMAR---------------TNRVYVHPFNLFSSENI--S  35 
H_sapiensAng           MAPAGVSLRATILCL--LAWAGLAA---------------GDRVYIHPFHLVIHNES--T  41 
X_tropicalisAng        -----MNIQRIWLCL--TVCIGYSL---------------SNRVYIHPFNLFAYNKS--E  36 
G_gallusAng            -----MKLAAGLLCL--LLCFTAVG---------------CDRVYVHPFSLNAINES--A  36 
E_burgeriSpnV2         -----MGFVHLLCVLF---IMSYVHGIDINGQKNDKIHVKSIHGPTSHFQSGPKNRHPPD  52 
L_fluviatilisAng       -----MKLFI-VLLAFCAALCSPCV----------GEEDYDERPYMQPFHLIPPSLS---  41 
P_marinusAng           -----MKLFILLLLAFCAALCSPCV----------GEEDYDDRPYMQPFHLIPPPLS---  42 
P_marinusHCII          --------MFLYGLIFALSVLQWV----------------EGQDQTKTAVDVNKDAQ---  33 
L_fluviatilisHCII      --------MFLYGLIFALSFLQWV----------------EGQDQTKTAVDVNKDAQ---  33 
C_miliiHCII            -----MRSLLLLLSLHLVPLPTLC----------------GIKSLASHFDLRVTDEP--D  37 
L_erinaceaHCII         -----MRLLLLTLCVFLVPLPTFC----------------GIKPLTGHFEPEPMDIP--L  37 
C_punctatumHCII        -----MKLVFLILS--AYTVPTLC----------------GVKPLAEHFNFKATGKP--L  35 
D_rerioHCII            -----MWLVPVIVVACLLNSPALA----------------GVKDLSSHFSTLEKEKT-VD  38 
P_olivaceusHCII        -----MWVITVISAACLLVSPSLA----------------GVKDLSSHFTELQP-----D  34 
X_laevisHCII           ------MKLLHLATIFLLIHATLG----------------GVKDLQEHFEDTSTGINPRG  38 
G_gallusHCII           --------------------GTFC----------------GIKDFSDHFESL--------  16 
H_sapiensHCII          -----MKHSLNALLIFLIITSAWG----------------GSKGPLDQLEKGGETAQSAD  39 
H_sapiensHsp47         -----MRSLL-LLSAFCLL-----------------------------------------  13 
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                                                                                                                       Hirudin-ähnliche Sequenz 
                                                                                                                          ┌-----------┐       
C_miliiAng             SDD--------------------------------------QVN----------------  42 
C_punctatumAng         VQE--------------------------------------EMDQ---------------  43 
T_scylliumAng          FQE--------------------------------------EMDR---------------  43 
L_erinaceaAng          SSV--------------------------------------EIDG---------------  43 
D_rerioAng             CEV--------------------------------------IQSEEHK-----------P  46 
H_sapiensAng           CEQ--------------------------------------LAKANAG----------KP  53 
X_tropicalisAng        CEK--------------------------------------VEKQNH------------T  46 
G_gallusAng            CEE--------------------------------------LERLAQ------------E  46 
E_burgeriSpnV2         CQWTEQG------------------------LPQNSSGERESIEMDRKSESIEEHPTLAP  88 
L_fluviatilisAng       VQATEQP--------------------------------------------------LA-  50 
P_marinusAng           VQATEQP--------------------------------------------------LA-  51 
P_marinusHCII          --L-----SFSRYPNKPSDSLMDDTLALELDGFTDEDSLEDYIDFD---------KLLNE  77 
L_fluviatilisHCII      --L-----SFSRYPNNPSDSYMDDTLALDLNGFTDEDSIEDYIDFD---------KLLNE  77 
C_miliiHCII            TILESGD-----------YLFLDSSVTR--NLIS--EEEEDYLDWD---------QILGE  73 
L_erinaceaHCII         EPRSNADAEGPHTESIQLQLHEDNTLTQ--DLPD--MEDDDYLDFN---------SLFAE  84 
C_punctatumHCII        SPQTSVDSEDPDLESIQMQFHKDNTLTQ--DLLPEGEEDDEYLDFD---------ALLGE  84 
D_rerioHCII            ARGLSPGGENTDMESIPLDFHRENTVTN--DLP-EGQDDEDYVDFD---------KIL--  84 
P_olivaceusHCII        PRGFEPDGA-VNIEAIPLEFHKENTVTN--DLVFDGFEDEDYIDFD---------KILAA  82 
X_laevisHCII           SQTQ------------AVENLLDDTVTN--DLSTEGEDEEDYLDFD---------KIFGE  75 
G_gallusHCII           KDAHTHENGTYNMPDLPLEFHRENTITN--DLIPEEEEEEDYLDLD---------KILGE  65 
H_sapiensHCII          PQWEQLNNKNLSMPLLPADFHKENTVTN--DWIPEGEEDDDYLDLE---------KIFSE  88 
H_sapiensHsp47         ------------------------------------------------------------  13 
                               
                                       Hirudin-ähnliche Sequenz 
                                               ┌--------┐       
C_miliiAng             -N-KTFLPPLAEFLKLQARMVPDSGSSD--------------DEDQAHPKTKQIWLKERN  86 
C_punctatumAng         -N-NSFLLDLSGVDVTS----------------------------PV-NGSEQRWEDKVQ  72 
T_scylliumAng          -N-NSFLPEQS----------------------------------PV-NMSEE-WWENEL  65 
L_erinaceaAng          -N-DTTLPGVVEVNAN-----------------------------QV-NSSKGAWWDEEE  71 
D_rerioAng             LE-TVHPLPPLPGSTDP----------D--------------PRTA--------------  67 
H_sapiensAng           KD-PTFIPAPIQAKTSP----------V--------------DEKAL--------QDQLV  80 
X_tropicalisAng        IE-ALFTPVSIEVNISP----------E--------------EETL-----------GST  70 
G_gallusAng            GK-KTFVPASIESQTTP----------A--------------YEEDV--------KDEVR  73 
E_burgeriSpnV2         DDDDLV-PVSY------------------------------KVVELP--------DAKVC 109 
L_fluviatilisAng       SNEAWDYPEPLAPGQSPAASS-EEGSSE-------------EKGDER--------EPHGD  88 
P_marinusAng           SNETWDYPEPLAPGQSPAASS-EEGSSE-------------EKGDER--------ESHRG  89 
P_marinusHCII          DD---DYPD--EIDDINEDGSTG-VTVDAEKVGLLHFTLSFSTEIKNLV------DASFN 125 
L_fluviatilisHCII      DE---DYPD--EIDDINEDGSTG-VTVNAEK----------------LV------DASFN 109 
C_miliiHCII            DHDDDDYID--EIDEIEDEL-EF-DP------------------VAERA------DPATK 105 
L_erinaceaHCII         D--DDDYID--EIDEIEEPW--S-DA------------------QLEPL------DPVAR 113 
C_punctatumHCII        ---DDDYID--AIDEIDVPE--I-VT------------------DFEPS------DPATK 112 
D_rerioHCII            G--EDDYSEGDHIDEISTPAPDL-DL------------------FYEPS------DPKIR 117 
P_olivaceusHCII        G--SDDYIEGDEIDDIATPAPDI-DI------------------FAEPS------DPKIR 115 
X_laevisHCII           D---EDYID--IIDAAPE--------------------------I-K--------NSETQ  95 
G_gallusHCII           D----DYSD--IIDAAP----------------------------HI--------VSEIQ  83 
H_sapiensHCII          D---DDYID--IVDSLSV--------------------------SPT--------DSDVS 109 
H_sapiensHsp47         -----------------------------------EAALAAEVKKPA--------AA---  27 
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                                                                  Basische AS der 
                                                    Glykosaminoglykanbindestelle 
                                                                  ┌--------┐        
C_miliiAng             -----------TKLQAVAISQTENTVVLLNHAFPPN--RCADLVLSPL   QIYSSLAALSLG 133 
C_punctatumAng         --W----NVSRSKILSLMTIQKDLGNLWFPRLSPLE--GSGVVLMAPF   HLYGSLAALSLG 124 
T_scylliumAng          --W----KVSPTKMFTLISLQMSLAKIWFAKLGSLE--ESGVTLLSPV   HLYESLAALSLG 117 
L_erinaceaAng          --KEGQVQPSRSKRRYLSSLQAALGTSWFSRWMSRE--GSGATVLSPP   YLHMVLASLLVG 127 
D_rerioAng             -SAAESLKNLTQRTAVLAELQNSLGLRMYQTLSRTQ--KHTNTLLSPL   NAFGALVTLYLG 124 
H_sapiensAng           LVAAKLDTEDKLRAAMVGMLANFLGFRIYGMHSELWGVVHGATVLSPT   AVFGTLASLYLG 140 
X_tropicalisAng        VQSKLLGIVERQRVSILPSLVNDAGFRSFNGWRKTH--KDDSILMSFT   NLFGSLVSFYLG 128 
G_gallusAng            LDSPSLSVRGRQKLIYLKDFVHVLGMRFYNLQREAR--QGQNVLLSPT   SLYGSLASFYLG 131 
E_burgeriSpnV2         PQDKSCQPQRSSRLKLLTSAISMFGFNLYKQMRHDK-SDRGNVFFSPV   NLHTTLAVLSIG 168 
L_fluviatilisAng       EGKRGRKDKKKSKTQRIASAVNGLGFRLYKQVLGGA-GPADNIFFSPL   SIASALGVVTAG 147 
P_marinusAng           EGRRGRKDKYKSKTQRIASAVNGLGFRLYKQVLGGA-GPADNIFFSPL   SIASALGVVAAG 148 
P_marinusHCII          KKLFLRRFQGKTRIQRLSIVNSDFAFNLYRSVSEST-PSGENLLLAPL   GISSTLGMIALG 184 
L_fluviatilisHCII      KKLFLRRFQGKTRIQRLSIVNSDFAFNLYRSVSEST-PPGENLLLAPL   GISSTLGMISLG 168 
C_miliiHCII            RARLLGLFHGKTRIQRLNTVNTDFAFDLYRRLSNSS-NQYDNILLAPV   GISTTLAMISLG 164 
L_erinaceaHCII         RAKLLKLFHGRTRIQRLNMVNANFAFGLYRSIRNQV-GPLENILLAPV   GISTTLGMVSLG 172 
C_punctatumHCII        RAKLLKLFRGKTRIQRLNTVNSNFAFDLYRSIRNAV-DQSENILLAPA   GISITLGMVSLG 171 
D_rerioHCII            RARLLRLFHGQTRLQRINVVNARFGFRLYRKLRNRL-NQTDNILLAPV   GISIAMGMMGLG 176 
P_olivaceusHCII        RARLLRLFHGRTRLQRLNIVNAHFGFNLYRSLRNDV-NQSDYILLAPA   GISIAMGMMSLR 174 
X_laevisHCII           QGNIFELFHGKTRVQRLNIINANFGFNLYRAIKNNT-DASENILLAPV   GISTAMATISLG 154 
G_gallusHCII           QGNILELFQGKTRIQRLNILNANFGFNLYRSVADKA-NSSDNILMAPV   GISTAMAMISLG 142 
H_sapiensHCII          AGNILQLFHGKSRIQRLNILNAKFAFNLYRVLKDQV-NTFDNIFIAPV   GISTAMGMISLG 168 
H_sapiensHsp47         -AAPGTAEKLSPKAATLAERSAGLAFSLYQAMAKD--QAVENILVSPV   VVASSLGLVSLG  84 
                                                                                                  α-Helix A                                     s6B        α-Helix B 
 
                                                                                                                     Basische AS der 
                                                                                                           Glykosaminoglykanbindestelle 
                                                                                                  ┌--------------------------------┐       
C_miliiAng             AANATAQIFHDILGFTS----SSQVTTANLRE--KDA---SVRQLNDFLLSWLPGRYLST 184 
C_punctatumAng         TGGITAENFRDHLGLVD----HGCISDRH-----SWVMRWQGRLLEHDILS-QQGGLLDT 174 
T_scylliumAng          AGGATAKSFREHLGLMD----YRCVGDRH-----SWVMRWQGRLLHHDILT-RQEGSVST 167 
L_erinaceaAng          AEGSTADKFHDVLGLSD----SSCGEIRDSQR--SQDMHQQFRLLLRDILS-HQRGSLST 180 
D_rerioAng             ASKKTAISYQQLLGLNLESEQTDCAYFVDGHTVLRTLQAISAHVDESR-------KELRT 177 
H_sapiensAng           ALDHTADRLQAILGV--PWKDKNCTSRLDAHKVLSALQAVQGLLVAQGRADSQAQLLLST 198 
X_tropicalisAng        ASTHTSADLQAFLGFAHQSGDQDCVSKVDALKVISTLKHIDNRLFSKD-----NSVESLK 183 
G_gallusAng            ASNQTAADLQGLLGFVPPSGDSNCTSRVDGRKLLESLRTIESLVKTQD-----EELLFSK 186 
E_burgeriSpnV2         AKNNCLKEINTILDHCGWFRGRLLFARRNRALLHRLYRKLNILLYHRR-----KGYQLSS 223 
L_fluviatilisAng       ANGSTRAELDTALGFKEFLHGKK---KAKS---MKYFARLNGALYKRS-----AGFELMG 196 
P_marinusAng           ANGSSRAELDTALGFKELLHGKK---KAKS---MKYFARLNSALYRRS-----AGFELMG 197 
P_marinusHCII          ANGGTHKEIYKALGFESLVDSSS---KYNISTVHKLFHRLNHRLFRHN-----FGYTLKS 236 
L_fluviatilisHCII      ANGGTHEEIYRALGFESLVNSSS---KYNISTVHKLFHRLNHRLFRHN-----FGYTLKS 220 
C_miliiHCII            AGSHTHQQLFHTLGFGAFVNAST---KYDVITVHNLFRRLTHRLFRHK-----FGYTLHS 216 
L_erinaceaHCII         ARRETHRQLFHALGFADFVNASV---KYDTLTVHNLFRRLTHRLFRHN-----FGYILRG 224 
C_punctatumHCII        ARHETHRQLYNVLGFADFVNASI---KYDTMTVHNLFRRLTHRLFRHN-----FGYTLRA 223 
D_rerioHCII            VGPNTQEQLFQTVGFAEFVNASN---HYDNSTVHKLFRKLTHRLFRRN-----FGYTLRS 228 
P_olivaceusHCII        AGPGTHHPIYQALGFAELVNASH---HYNNTTVHKLFRKVTHRLFRRN-----FGYTLRS 226 
X_laevisHCII           TKGQTLEQVLLTLGFKDFLNASS---KYEILTLHNVFRKLTHRLFRRN-----FGYTLRS 206 
G_gallusHCII           LKGQTQQEVLSVLGFEDFINASA---KYELMTVHNLFRKLTHRLFRRN-----FGYTLRS 194 
H_sapiensHCII          LKGETHEQVHSILHFKDFVNASS---KYEITTIHNLFRKLTHRLFRRN-----FGYTLRS 220 
H_sapiensHsp47         GKATTASQAKAVLSAEQLRDEEV---HAGLGE---LLRSLSNST-ARN-----VTW--KL 130 
                                                                       α-Helix C                                        α-Helix D  
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C_miliiAng             RNWIFVQRDIKVLESFAVNAKEFYN-VNLLAIDFTHTPLAEQLINRYMHNASGGGRVKDP 243 
C_punctatumAng         GTWLVIRKGLQLRQAFLWELQWFHPSVQLKTANTSQPHMAEEMINSLIRNATA-GRVSSL 233 
T_scylliumAng          GAWLIFRKGLQLRRAFSWELRWFYPQVQLRAADCNQPRVAEETINSLVLNATG-GRVSNL 226 
L_erinaceaAng          GTWMIFQEGLRLHHSFVHSLRLFYPEVQLGSANFSQPRVVEESINSLVHRASG-GRLDNL 239 
D_rerioAng             LVWTFVNSDADLSKEFLRGTQDFSDDSFVRSVDFSQAKDAEVEVNNFIQKTSD-NKVKSM 236 
H_sapiensAng           VVGVFTAPGLHLKQPFVQGLALYTPVVLPRSLDFTELDVAAEKIDRFMQAVTG-WKTGCS 257 
X_tropicalisAng        MTCLFVSKDVSLSETFIQNLIPSADKFYVRGVDFTNSAKAVELINEYLNTRST-KKSTYI 242 
G_gallusAng            VFCLFSAPGILLSQQFVHNLLPSADAFYTRAVDFTNPSEATKQINAFVEAKSK-GQSKHL 245 
E_burgeriSpnV2         SNWIFSKPGLKIQKHFVRVSSRIYR-SKIQE----------------------------- 253 
L_fluviatilisAng       KNVVFSKRGLWLYRQFTRTVAHLFK-SNVRSVDFGDSKNAVELMNAYIEKVTS-KKFPDV 254 
P_marinusAng           KNVVFSKKGLWLYRQFTRTVAHLFK-SNVRSVDFGESKEAVELMNAYIEKVTS-KKFTDV 255 
P_marinusHCII          ASALYLQRRWPLLPSYQQCLRKTYF-AEAHTVDFKDPAT-VQRINRWVSSATK-GTISDA 293 
L_fluviatilisHCII      ASALYLQRRWPLLPSYQQCLRKTYF-AEAHTVDFKDPAT-VQRISHWVSSSTK-GTISDA 277 
C_miliiHCII            VNGLFVRQDTNLLGNFTENMKTYYF-AEAQLSNFSDPGL-VTKLNQRILKLTK-GMIRDS 273 
L_erinaceaHCII         VNGLFVR----------------------------------------------------- 231 
C_punctatumHCII        VNNLFIRQDAQILSNFTQNMKTYYF-VEPQSANFSDSTL-INKLNGHILKITK-GLIKEA 280 
D_rerioHCII            VNDLYVKRNVQIQDSFRADAKTYYF-AEPQSVDFADPAF-LVKANQRIQKITK-GLIKEP 285 
P_olivaceusHCII        VNDVYMKKDIQIKDTFRAETKAFYF-AEPQSVDFRDPAF-LDKANRRIQKLTK-GLIREP 283 
X_laevisHCII           VNDIYVKRDFLIREPFKNNLKNYYF-AEAQTVDFGNKDF-LTKANKRIQQLTK-GLIKEA 263 
G_gallusHCII           VNDLYIRKDFSILNDFRNNMKTYYF-ADAQPADFSDPNF-ITKTNERILKLTK-GLIKEA 251 
H_sapiensHCII          VNDLYIQKQFPILLDFKTKVREYYF-AEAQIADFSDPAF-ISKTNNHIMKLTK-GLIKDA 277 
H_sapiensHsp47         GSRLYGPSSVSFADDFVRSSKQHYN-CEHSKINFRDKRSALQSINEWAAQTTD-GKLPEV 188 
                                                         s2A                      α-Helix E               s1A                   α-Helix F 
   
C_miliiAng             VIGL-SPTATMMSASYMEFKGKWKKAFESHTTELQDFFIEEDRRIRVPTMSQAG   WFQGIV 302 
C_punctatumAng         VNGL-SPSTNLVLASYIHFKGKWKTRSQCHGSEFQDFFDVGEDKVQVSMTTWCG   KSEYKI 292 
T_scylliumAng          VTGL-SPSTNLVLASYIHFTGKWQSRSQCQGSELQDFFNDGEDKVQVPMMTWCG   KLRYYI 285 
L_erinaceaAng          VAGLVTPRTNLLVASFIHFKGRWKTRSQCHGTELQDFFNDAGDKVKVPMTIWCG   QLQYKT 299 
D_rerioAng             FKGV-TPKTDLLFASSVHFKGNWKTAFQPEATSDQDFWTQKNSSVQVPFMMHTG   DYKYLD 295 
H_sapiensAng           LMGA-SVDSTLAFNTYVHFQGKMKGFSLL--AEPQEFWVDNSTSVSVPMLSGMG   TFQHWS 314 
X_tropicalisAng        STPV-DDSVNILFTSYIHFKGTLKNSYLI--PEPQDFWIEPGKKIATPMISLSG   MFNYKH 299 
G_gallusAng            LTDL-DPTTDLLVAVDVRLAANAKKASWL--KEPQEFWVDSNRAISVPMLSVTG   MFKYMT 302 
E_burgeriSpnV2         ------------------------------------------------------   ------ 253 
L_fluviatilisAng       ISDV-DTDTSLVIVNVIYFKGSWGNKFEPDLTKNVRFWVNSSYSMMVPTMHQRA   KLSYTQ 313 
P_marinusAng           ISDV-DTATSLMIVNVIHFKGSWANKFEPDLTKNVRFWVNSSYSMMVPTMHQRA   KLSYAQ 314 
P_marinusHCII          VTNI-DPSTVFLVINSVYFKGPWEIKFSKHQTSVRSFRLNDKETVKVQMMQTKA   SFLVTT 352 
L_fluviatilisHCII      VTNI-DPSTVFLVINSVYFKGPWEIKFSKHQTSMRSFRLNDKESVKVQMMQTKA   SFLVTT 336 
C_miliiHCII            IQAI-DPRTLLMILNCLYFKGTWENKFPVEKTYRRVFRVSEKVTVKVPMMHTKG   NFLTAV 332 
L_erinaceaHCII         ------------------------------------------------------   ------ 231 
C_punctatumHCII        LKTI-DPQTLIMILNCFYLKGTWETKFPVENTYTGSFRLNEKKVVRVPLMHTKG   NFLAAA 339 
D_rerioHCII            LKSV-DPNMAVMLLNYLYFKGTWEQKFPKELTHHRQFRVNEKKQVRVLMMQNKG   SYLAAA 344 
P_olivaceusHCII        LKSV-DPNMVLMLLNYLYFKGTWEQKFPKERTHYRNFRVNEKTNVRVPMMTNKG   NYLAAA 342 
X_laevisHCII           LTNV-DPALLMLLVNCIYFKGTWENKFPVEYTQNMNFRLNEKELVKVPMMKTKG   NFLVAA 322 
G_gallusHCII           LVNV-NPTTLMMILNCLYFKGTWENKFPVEMTTKRSFRLNEKQTIKVPMMQTKG   NFLAAA 310 
H_sapiensHCII          LENI-DPATQMMILNCIYFKGSWVNKFPVEMTHNHNFRLNEREVVKVSMMQTKG   NFLAAN 336 
H_sapiensHsp47         TKDV-ERTDGALLVNAMFFKPHWDEKFHHKMVDNRGFMVTRSYTVGVMMMHRTG   LYNYYD 247 
                                                                                     s3A                                      s4C                    s3C              s1B 
             
C_miliiAng             AH--EYTAIKLPMAGSTSMT-IVQPVKVD-LMQKIHRKLPIRT---IFEQLQ--SRFVKV 353 
C_punctatumAng         DP--TYTMVKLPVTGTADIM-LVQPAQPD-TLESIESSLEVNR---IA--LQ--SGIVRL 341 
T_scylliumAng          DP--EYTLIKLPMNGTVYMM-LVQPVQSN-LLQKIESTLDVND---IM--LK--TGLVRL 334 
L_erinaceaAng          AP--EYTMIKLPLSETMYVM-LIQPVRPA-KMKNFERTLTTDR---ILGDSQ--TGFVKL 350 
D_rerioAng             DAGRKCSIVRLGLSKRTFML-LVLPHEGA-SLQDIEKPLLT-VIPTWLRHLK--EKYLEL 350 
H_sapiensAng           DIQDNFSVTEVPFTESACLL-LIQPHYAS-DLDKVEGLTFQQNSLNWMKKLS--PRTIHL 370 
X_tropicalisAng        DINMSQLIVKVPLGENDFML-LIQPINGN-TLENMESSLSWDTFLKWLENLS--SRYINL 355 
G_gallusAng            DTSETFSATEIPVGKNVLLV-LLQPINGN-DLDKVEAKLPLQS-SAWLENLS--PRKIKL 357 
E_burgeriSpnV2         ------------------------------------------------------------ 253 
L_fluviatilisAng       DRKLRSTVVKLPYEGGASML-VIVPHRTE-DLPKVEESVSQEQLEEWLSLLGPSNHYVQL 371 
P_marinusAng           DRKLRSTVIKLPYEGGASML-VIVPHRTE-ELPKVEESVSQEQLEEWLSLLGPSNHYVQL 372 
P_marinusHCII          DHELGCDILQLAYQGNVSMI-LAVPHKLKGGLKTLERALSFDLLEKWLQAMT--NRTRDV 409 
L_fluviatilisHCII      DHELGCDILQLAYQGNVSMI-LAVPHKLKGGLKTLERALSFDLLEKWLQAMT--NRTRDV 393 
C_miliiHCII            DPELECDILQLPYVGNSSML-AVLPHKLS-GMKSLEKRLVAEVVVKWQSKMT--NRSREV 388 
L_erinaceaHCII         ------------------------------------------------------------ 231 
C_punctatumHCII        DHKLDCDILQLLYVGNISML-VVLPRKFS-GMRIVETQLTSEVVGNWLDSMT--NRTRKV 395 
D_rerioHCII            DHELNCDILQLPYAGNISML-IAVPQKLS-GMRSLEQEISPTLVNKWLSNMT--NRTREV 400 
P_olivaceusHCII        DHELECDILQLPYTGAISML-IALPQKIT-GMRTLEQEISPTVVRKWLNNMT--NRTREV 398 
X_laevisHCII           DPELDCAVLQLPYVGNISML-IVLPHKLS-GMKLLEKQISPQVVERWQNIMT--NRTREV 378 
G_gallusHCII           DPELDCGVIQLPFVGNISML-IVLPHKLS-GMKALEKQITPQVVEKWQKSMT--NRTREV 366 
H_sapiensHCII          DQELDCDILQLEYVGGISML-IVVPHKMS-GMKTLEAQLTPRVVERWQKSMT--NRTREV 392 
H_sapiensHsp47         DEKEKLQIVEMPLAHKLSSLIILMPHHVE-PLERLEKLLTKEQLKIWMGKMQ--KKAVAI 304 
                                                                      s2B                    s3B               α-Helix G           α-Helix H            s2C 
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C_miliiAng             SL PKFKLDTTYNI KDIFLRMKGP-DAFS-SEADFSRLSNDGRLKPDKVTNNINFELTED 410 
C_punctatumAng         VL PRFKWNSTYDV KELYHRMQLP-NMLS-GQANFSRLNNVQNLTPDQIIQHVIFEVMED 398 
T_scylliumAng          TL PRFKWDSTYDA KELYRRMKLP-DMLG-GQANFSRLNNVQELTPDQVKQRVIFEVLED 391 
L_erinaceaAng          VM PRFVWEGTYNV KELFS--QDP-DMLG-GQANFSRISSAQRLVPEQVIQSIIFEVMED 405 
D_rerioAng             SL PKFSLTAVTDL RSVLSEMAVEKYLMG-SDASFRRMSSKENFTVDKVLNKVVFEMTEG 408 
H_sapiensAng           TM PQLVLQGSYDL QDLLAQAELP-AILH-TELNLQKLS-NDRIRVGEVLNSIFFELEAD 426 
X_tropicalisAng        SL PKMEIESSYDI QEILSDMELP-YLLG-KKADLSKIS-NAELTVGKVINKVHFELKES 411 
G_gallusAng            TL PEFRIEDSSDL QEFLADMKLP-ALLG-KEADLSKIS-DTHLTVGKIMNKAFFKLSSD 413 
E_burgeriSpnV2         -- ----------- ---------------------------------------------- 252 
L_fluviatilisAng       SL PKFKISVSYDL KAYLSAMGMS-SMFS-YGADLSRITGMQKLHVDKITHKSVLHVNEE 428 
P_marinusAng           SL PKFKISVSYDL KAYLSAMGMP-SMFS-YGADLSRITGMQKLHVDKITHKSVLHVNEE 429 
P_marinusHCII          II PKFNLQQKYNL KNNLKELGVT-ELFQ-ANADLSGMTGAKDVQVSSFQHQGFIKIDEE 466 
L_fluviatilisHCII      II PKFNLQQKYDL KNNLKEMGVT-ELFQ-ANADLSGMTGAKDVQVSSFQHQGFIKIDEE 450 
C_miliiHCII            VF PKFSLAKQYDL MPYLKGMGLT-LPFQ-AGADFSRISTQEDLIINLLKHQGSITVNEE 445 
L_erinaceaHCII         -- ----------- ---------------------------------------------- 230 
C_punctatumHCII        VL PRFNLVKYYDL VPYLKTLGLT-LPFQ-AVANFTGISTKENLGINLFKHQGALKVNEE 452 
D_rerioHCII            VF PRFKLEQNYDL IEHLKEMGMT-DIFT-EKGDFSPMTS-EKVIINWFKHQGSITVNEE 456 
P_olivaceusHCII        VL PRFKLEQNYDL IVNLKEMGLT-DLFQ-ESGDFTGMTS-EKVAMNWLKHQGTITVNEE 454 
X_laevisHCII           FL PRFKLEKSYDL QKVLSNMGAT-DLFT--HGDFSGVSD-KDINIGLFQHQGTITVNEE 433 
G_gallusHCII           VL PKFKLEKNYNL IGFLRSMGIE-ELFS-EKGNYCGVSE-EKVSIDRFNHQGTITVNEE 422 
H_sapiensHCII          LL PKFKLEKNYNL VESLKLMGIR-MLFD-KNGNMAGISD-QRIAIDLFKHQGTITVNEE 448 
H_sapiensHsp47         SL PKGVVEVTHDL QKHLAGLGLT-EAIDKNKADLSRMSGKKDLYLASVFHATAFELDTD 362 
                                                                 s6A          α-Helix I                                                                      s5A 
 
                                                                       RSL 
                                               ┌------------------------------┐       
C_miliiAng             WEEPVAQGNVQFNN---ATEIKINRPFLFHVYDDVSNTLLFVGRVKNLTEYDQN--- 461 
C_punctatumAng         GEKPTPSGHIPFSNTTITMEIRIDKPFFFQVYSRTLNNLLFLGRIKKLH-------- 447 
T_scylliumAng          EEKPTS-ADVPFSNTTFTTEIRIDKPFFFQVYDKILSQLLFLGRVKKLH-------- 439 
L_erinaceaAng          EREQVIAEDLSV--TNTTTEIRINKPFFFRVYDGTLEMLLFLGRVKKLPLKSELNIF 460 
D_rerioAng             GSEVQNR----TDDGRAPHKVTFNRPFFFAVVEGNSNAILMLGKIINPTA------- 454 
H_sapiensAng           ERE-PTES-TQQLNKPEVLEVTLNRPFLFAVYDQSATALHFLGRVANPLSTA----- 476 
X_tropicalisAng        GED-ANKA-PXNKKDQEPLEIKFQKPFLFVVFEGKTKALLFIGRVKSPLNIM----- 461 
G_gallusAng            ATHQPEDA-TAQEEDSVPQEVMLNKPFLLAVFEAKSRAMLFLGRVTNPLQEV----- 464 
E_burgeriSpnV2         --------------------------------------------------------- 253 
L_fluviatilisAng       GTEAKAETVVGIMPISMPPTVTVDRPFVVLIYDEKTRAVIFMGRVADPKQ------- 478 
P_marinusAng           GTEAKAETVVGIMPISMPPTVTVDRPFVVLIYDEKTRAVIFMGRVADPKQ------- 479 
P_marinusHCII          GSEAAAVTTVGFTPLTSHNRFVADRPFVFIVYEHHTMSVLFLGQVSNPAKN------ 517 
L_fluviatilisHCII      GSEAAAVTTVGFTPLTSHNRFVADRPFVFIVYEHHTMSVLFLGQVSNPAKN------ 501 
C_miliiHCII            GTTAASLTKASFMPLSIQNDFVVNRPFLFLIYEHRTECLLFMGRVMNPESS------ 496 
L_erinaceaHCII         --------------------------------------------------------- 231 
C_punctatumHCII        GTTAASVTTVGFMPLSMQNEFSVNRPFLFLIYEHRTECLLYMGRVTNPLND------ 503 
D_rerioHCII            GTEAAAMTHIGFMPLSTQTRFIVDRPFLFLIYEHRTGCVVFMGRVVDPSQT------ 507 
P_olivaceusHCII        GTEAAALTQVGFMPLSSQIRFTVDHPFLFLIYEHRTDCLVFMGRVVNPSLS------ 505 
X_laevisHCII           GTEAAAVTVVGFMPLSTQARFVADRPFLFLIYEHRTNCLVFMGRVANPTKS------ 484 
G_gallusHCII           GTEAGAITNVGFMPLSTQIRFIVDRPFLFLIYEHRTNCLLFMGRVVNPAKP------ 473 
H_sapiensHCII          GTQATTVTTVGFMPLSTQVRFTVDRPFLFLIYEHRTSCLLFMGRVANPSRS------ 499 
H_sapiensHsp47         GNPFD-QDIYGREELRSPKLFYADHPFIFLVRDTQSGSLLFIGRLVRPKGDKMRDEL 418 
                                                      Hinge                          s1C                   s4B                 s5B 
                                                 
Abbildung 92: Alignment von Angiotensinogen-Sequenzen und HCII-Sequenzen 
Das Alignment (Clustal Omega) zeigt den Vergleich von  HCII-Sequenzen und Angiotensinogen-Sequenzen. 
Gekennzeichnet sind charakteristische Positionen der jeweiligen Serpine wie die Angiotensin I-Sequenz (grün-
weiß invertiert), die Hirudin-ähnliche Sequenz (blau-weiß invertiert), die Glykosaminoglykanbindestelle 
(schwarz-weiß invertiert) und die übereinstimmenden Positionen im RSL und C-Terminus (grün). Rot sind die 
Positionen in den Angiotensinogen-Sequenzen aus Neunaugen markiert, die Ähnlichkeiten mit der Hirudin-
ähnlichen-Sequenz der HCII-Sequenzen aufzeigen. Auffällig ist, dass die Angiotensinogen-Sequenzen aus 
Neunaugen Positionen mit HCII-Sequenzen teilen, die Angiotensinogen-Sequenzen aus Kiefermäulern nicht 
besitzen (basische Aminosäuren in der Glykosaminoglykanbindestelle, Hinge-Region). Die 
Sekundärstrukturelemente sind vom humanen HCII abgeleitet (PDB-ID: 1jmj). Die Zugangsnummern sind 
Tabelle 55 zu entnehmen. 
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8.7.8 Maximum-Likelihood- und Maximum-Parsimony-Stammbäume der     
Gruppe 2 
                     A 
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Abbildung 93: Stammbäume der Gruppe 2 der Maximum-Likelihood- und der Maximum-Parsimony-Methode 
Die Maximum-Likelihood-Stammbaum (A) ohne und (B) mit HCII-ähnlichen WGS-Sequenzen der Knochenfische 
unterstützten die Neighbor-Joining-Stammbäume. Die isolierten Sequenzen aus Chiloscyllium punctatum 
integrieren sich in die jeweiligen Gruppen, wobei die α1-Antitrypsin-Sequenzen keine einheitliche Gruppe 
bilden. Die Teilsequenz aus dem japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri) nimmt im Stammbaum mit HCII-
ähnlichen WGS-Sequenzen eine Außenposition ein und die Gruppe der Angiotensinogen-Sequenzen aus 
Neunaugen bilden eine eigene Gruppe zwischen den Gruppen der HCII-Sequenzen und Angiotensinogen-
Sequenzen. Im Stammbaum ohne diese Sequenzen sind die Angiotensinogen-Sequenzen aus Neunaugen in die 
Gruppe der Angiotensinogen-Sequenzen integriert und die Teilsequenz aus dem Schleimaal integriert sich in 
die Gruppe der HCII-Sequenzen. Die beiden Maximum-Parsimony-Stammbäume (C) ohne und (D) mit den HCII-
ähnlichen WGS-Sequenzen der Knorpelfische sind einander sehr ähnlich. CpHCII und CpAng sind in die 
jeweiligen Gruppen integriert. Die Gruppe der α1-Antitrypsin-Sequenzen bildet keine geschlossene Gruppe, 
sondern teilt sich in Sequenzen aus Säugetieren, Knochenfischen, Vögel und Amphibien sowie Knorpelfischen 
auf. Dabei nehmen die Sequenzen aus Knorpelfischen eine Außenposition zu den (C) α1-Antitrypsin-ähnlichen-
Sequenzen oder (D) in der Gruppe der ZPI-Sequenzen ein. Die Teilsequenz des japanischen Schleimaals 
(Eptatretus burgeri) bildet in beiden Stammbäumen eine Gruppe mit Angiotensinogen-Sequenzen. Die 
Angiotensinogen-Sequenzen aus Neunaugen bilden auch in diesen Stammbäumen einen eigenen Ast, der 
zwischen die Gruppen (C) der Angiotensinogen-Sequenzen und HCII-Sequenzen oder (D) der Angiotensinogen-
Sequenzen und ZPI-Sequenzen positioniert ist. Sequenzen aus den EST- oder WGS-Datenbanken, ebenso wie 
Teilsequenzen (*) sind gekennzeichnet. An den Knoten sind die Bootstrap-Werte in Prozent für 1000 
Pseudoreplikate angegeben. Die Stammbäume wurden mit der humanen Hsp47-Sequenz gewurzelt. Die 
zugehörigen Zugangsnummern sind der Tabelle 55 zu entnehmen.  
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8.8 Gruppe 3 
Tabelle 56: Sequenzen für die phylogenetische Analyse von Gruppe 3 
Serpin Zugangsnummer 
E1 (Homo sapiens) AAA36413 
E1 (Mus musculus) AAA39887 
E1 (Bos taurus) CAA34419 
E1 (Xenopus laevis) NP_001090520 
E1 (Xenopus (Silurana) tropicalis) XP_002941247 
E1 (Danio rerio) NP_001108031 
E1 (Maylandia zebra) XP_004574870 
E1 (Oncorhynchus mykiss) AFL47815 
E1 (Oreochromis niloticus) XP_003460165 
E1 (Oryzias latipes) NP001188451 
E1 (Takifugu rubripes) XP_003966820 
E1 (Callorhinchus milii) AFK10533 
E2 (Homo sapiens) P07093 
E2 (Mus musculus) NP_033281 
E2 (Bos taurus) NP_777094 
E2 (Anolis carolinensis) XP_003218312 
E2 (Xenopus laevis) NP_001086989 
E2 (Xenopus (Silurana) tropicalis) NP_988931 
E2 (Danio rerio) AAI63961 
E2 (Salmon salar) NP_001133589 
E2 (Oreochromis niloticus) XP_003456347 
E2 (Oplegnathus fasciatus) AEJ91607 
E2 (Takifugu rubripes) XP_003968802 
E2 (Squalus acanthias)* ES605883 
E2 (Torpedo californica)* EH115656 
E3 (Homo sapiens) NP_001094790 
E3 (Mus musculus) NP_001186874 
E3 (Bos taurus) NP_001093829 
E3 (Gallus gallus) XP_417070 
E3 (Taeniopygia gutatta) XP_004175130 
E3 (Danio rerio) B0UYL8 
I1 (Homo sapiens) CAB03626 
I1 (Mus musculus) CAA04939 
I1 (Oryctolagus cuniculus) XP_002716424 
I1 (Canis lupus familiaris) XP_535853 
I1 (Equus caballus) XP_001490836 
I1 (Ornithorhynchus anatinus) XP_001505567 
I1 (Gallus gallus) NP_001004411 
I1 (Taeniopygia gutatta) NP_001232125 
I1 (Anolis carolinensis) XP_003218193 
I1 (Xenopus laevis) CAJ19239 
I1 (Xenopus (Silurana) tropicalis) NP_001116965 
I1 (Danio rerio) NP_001122164 
I1 (Salmon salar) NP_001133889 
I1 (Gasterosteus aculeatus) ENSGACP00000009482 
I1 (Oryzias latipes) ENSORLP00000015491 
I1 (Tetraodon nigroviridis) ENSTNIP00000021873 
I1 (Xiphophorus nigrensis) ADI40741 
I1 (Leucoraja erinacea)* CV067694 
I1 (Callorhinchus milii) AFM91007 
I1 (Squalus acanthias)* ES415462 
I2 (Homo sapiens) NP_001012303 
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Fortsetzung Tabelle 56: Sequenzen für die phylogenetische Analyse von Gruppe 3 
Serpin Zugangsnummer 
I2 (Bos taurus) DAA33207 
I2 (Xenopus (Silurana) tropicalis) NP_001015754 
Petromyzon marinus* ENSPMAP00000009599 
Eptatretus burgeri* SpnV3 BJ662426 
A1 (Homo sapiens) NP_001121179 
Mit * sind Teilsequenzen gekennzeichnet. 
 
8.8.1 Isolierte c-DNA-Sequenz von Neuroserpin aus  Chiloscyllium punctatum 
     1  GAAAATACCACACCTCCAGACCGCAGAGGGTCTGCTGCAATCTGCAGAGTAGTGTGGTCT 
    61  GTGGGAATCTGCATCCAGTGCTTCGTTTAATGCAACTGCCTCTGTGCTATTAATTTTTTC 
 
     1                                          M  A  S  L  L  G  F  
   121  GGAAATCTCAAAAATACAGATTTGTAAATTAATTCAAAAATGGCATCTTTGCTGGGATTC 
 
     8   L  I  V  S  I  V  K  Y  V  M  V  D  A  G  I  R  D  G  I  T  
   181  CTGATCGTGTCGATTGTGAAGTATGTTATGGTCGATGCAGGCATCAGGGATGGTATCACT 
 
    28   A  D  F  S  V  K  M  Y  H  Y  L  R  S  L  E  K  D  G  N  I  
   241  GCTGACTTTTCTGTGAAAATGTACCATTATTTGCGGTCACTGGAAAAAGATGGCAACATT 
 
    48   F  Y  S  P  F  S  I  A  N  A  L  G  M  V  E  L  G  A  G  S  
   301  TTTTACTCCCCGTTTAGTATTGCTAATGCCTTAGGAATGGTTGAGCTTGGTGCTGGGAGT 
 
    68   T  T  L  E  Q  I  Q  H  V  M  G  Y  H  Y  L  Q  K  G  M  E  
   361  ACAACTCTTGAGCAAATTCAACACGTCATGGGCTACCATTACTTGCAAAAAGGCATGGAA 
 
    88   F  D  L  L  R  D  L  S  Q  S  M  K  A  D  S  Q  Q  Y  V  M  
   421  TTTGACTTGTTGCGGGATCTGTCTCAGTCCATGAAAGCAGACAGCCAGCAGTATGTAATG 
 
   108   K  L  V  N  S  L  F  V  E  K  G  F  Q  L  S  D  Q  F  L  Q  
   481  AAGCTTGTCAACTCGTTGTTTGTGGAGAAAGGATTCCAACTGAGTGACCAGTTCCTTCAA 
 
   128   M  L  K  K  Y  F  G  A  S  V  E  S  I  D  F  S  Q  P  S  F  
   541  ATGCTTAAAAAATATTTCGGTGCCAGTGTTGAAAGTATTGACTTCAGCCAACCTTCTTTT 
 
   148   V  A  D  H  I  N  E  W  V  Q  N  Q  T  N  N  K  I  P  N  L  
   601  GTGGCTGACCACATCAATGAGTGGGTGCAGAATCAAACCAATAATAAGATACCAAATCTT 
 
   168   L  S  P  K  D  L  D  A  L  T  R  L  V  L  V  N  A  I  Y  F  
   661  TTATCGCCAAAGGACTTGGATGCTTTAACTCGTCTAGTTCTTGTTAATGCAATTTACTTT 
    
   188   K  G  N  W  K  S  E  F  R  G  E  N  T  H  T  F  Q  F  T  K  
   721  AAAGGAAACTGGAAGTCTGAATTCAGAGGAGAGAATACGCACACATTTCAGTTTACCAAA 
 
   208   D  D  E  S  E  I  Q  I  A  M  M  Y  Q  Q  G  D  F  N  Y  G  
   781  GATGATGAAAGTGAAATCCAGATAGCTATGATGTACCAACAAGGAGATTTCAATTATGGT 
 
   228   E  F  S  D  G  S  N  E  A  G  G  V  Y  Q  V  L  E  M  P  Y  
   841  GAATTCAGTGATGGCTCGAATGAGGCAGGAGGAGTGTACCAAGTTTTAGAAATGCCTTAC 
 
   248   I  G  D  E  M  S  M  M  I  V  L  P  R  Q  E  V  Q  L  A  T  
   901  ATTGGTGACGAGATGAGTATGATGATTGTTCTTCCAAGACAAGAAGTACAGCTGGCTACC 
 
   268   L  E  P  L  I  K  T  Q  L  I  N  E  W  A  S  S  V  K  K  Q  
   961  TTGGAACCACTTATCAAAACCCAACTAATTAACGAATGGGCAAGCTCAGTAAAGAAGCAG 
 
                                                                                                                                                      ANHANG 
240 
 
   288   K  V  E  V  Y  L  P  R  F  K  M  T  Q  N  I  D  L  K  E  A  
  1021  AAGGTTGAAGTATATTTGCCAAGATTCAAAATGACACAGAATATTGATTTGAAGGAAGCT 
 
   308   L  A  G  L  G  I  S  E  M  F  G  V  E  A  D  L  S  A  M  T  
  1081  CTCGCAGGCCTGGGGATCTCTGAAATGTTTGGTGTTGAGGCTGACCTCTCAGCAATGACT 
 
   328   E  K  K  D  L  H  I  S  K  A  I  H  T  S  F  I  E  V  T  E  
  1141  GAAAAGAAGGACTTGCATATTTCCAAAGCTATTCATACATCTTTTATTGAGGTGACTGAA 
 
   348   E  G  S  E  A  A  A  A  S  E  M  I  A  V  S  R  M  M  V  L  
  1201  GAAGGTTCCGAAGCAGCTGCAGCCTCAGAAATGATTGCTGTTAGCAGAATGATGGTCCTT 
 
   368   T  P  Q  I  I  A  D  H  P  F  F  F  L  I  R  N  Q  R  T  G  
  1261  ACTCCTCAGATCATTGCTGATCATCCATTTTTCTTTCTGATCAGAAATCAAAGGACAGGT 
 
   388   T  I  L  F  M  G  R  V  M  H  P  E  N  I  H  P  N  E  H  D  
  1321  ACTATCCTCTTTATGGGAAGAGTCATGCACCCTGAAAATATTCATCCAAATGAACATGAT 
 
   408   F  E  A  L  -  
  1381  TTTGAAGCTTTGTAGATGCACAGTTCTGCACTGATGAAATGCCCCATTTAGCAGCTTTTC 
  1441  ATTCATAAGTGGTGTGTATTGCACTTCTACAGTCTGGAAATTTTTGTCATAAGTAGCTAA 
  1501  AGTAAAAGAATAGAGAAAATTTGTAGAAAAAGACTGTATTACACAATATATTACTATTAT 
  1561  TGTACTGTCAGTTTCATCTCTTAAATAAAATAAGTGAACATTGTTCCATAAAAAAAAAAA 
  1621  AAAA 
 
Abbildung 94: Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von 
Neuroserpin aus Chiloscyllium punctatum 
Die Kozak-Sequenz (rot), das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind 
gekennzeichnet. 
 
 
8.8.2 Alignment von Neuroserpin-Sequenzen 
L_erinacea         ------------------------------------------------------------   0 
O_anatinus         --------------MPSLGLLTLLVLQSM--AF-------SS-----NFPDETIAELSVS  32 
X_tropicalis       --------------MHHLSLLALIVMQAL--VF-------GT-----SVHDETVNEFSIK  32 
D_rerio            ------------MLLLVVLPPLLLLRGCF--CQ-------AS-----DVPEDVTAEFSVR  34 
S_salar            -------------MLILSLLPLLLLPGHG--CH-------AA-----DIPEDTTAEFSVR  33 
G_aculeatus        --------MLVLEVVSPLLLLAILLPSYG--CR-------AA-----DIPEDTTSEFSVR  38 
O_latipes          --------MLRLDVLAPLLLLSILLPGYG--CR-------AA-----DIPEDTTSEFSFR  38 
T_nigroviridis     --------------SLLLLLLTVLLRCHH--CR-------ET-----DVPEDALADFSVR  32 
S_acanthias        -------------MTPLLGFLILLITATH--FT-------DA-----DIQDDITADFSVK  33 
C_punctatum        -------------MASLLGFLIVSIVKYV--MV-------DA-----GIRDGITADFSVK  33 
E_caballus         --------------MTFLGLFSLVVLQSL--AL-------GA-----TFPDATIAELSVN  32 
H_sapiens          --------------MAFLGLFSLLVLQSM--AT-------GA-----TFPEEAIADLSVN  32 
M_musculus         --------------MTYLELLALLALQSV--VT-------GA-----TFPDETITEWSVN  32 
G_gallus           --------------MYFLGLLSLLVLPSK--AF-------KT-----NFPDETIAELSVN  32 
T_guttata          --------------MYFLGLLSLLALQSE--AF-------KT-----NFPDETIAELSVN  32 
X_laevis           --------------MHHFILLSLIVMQAL--VF-------GT-----SVHDETVNEFSVK  32 
X_nigrensis        ------MSVLEVSTPLFLFLLSILLPGYG--CW-------AA-----DVPEDTTSEFSVR  40 
C_milii            -------------MQWCLALLALVLVQPA--AG-------DG-----KLQDSTITEFSVN  33 
A_carolinensis     --------------MLFLGLLSLLILKTE--AF-------ST-----SFPDETIADFSVN  32 
H_sapiensA1AT      MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLAEDPQGDAAQKTDTSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFS  60 
                                                                                                                                                                          α-Helix A 
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                                                                                                   NS1+-Primer 
                                                                                                         ┌------------┐ 
L_erinacea         ------------------------------------------------------------   0 
O_anatinus         VYNHLRAVGEDENILFSPLSIAIAMGMVELGAHGSTLKEIRHSLGYDSLK--NGEEFSFL  90 
X_tropicalis       VYHKLRATIEDENIIFSPLSTAIALGMVELGARGSSLKEIRHVLGYDKLK--NGEEFSLL  90 
D_rerio            LYHQLQISSGEENIIFSPLSVALALGMVELGARGSSLQEIRQAVGYSHFR--EDEEFSLL  92 
S_salar            LYHQLQARGGDDNIIFSPLSVAVALGMVELGARGASLTQIRQAVGFSHLP--TDEEFSLL  91 
G_aculeatus        LYHRLQAAGDQDNIIFSPLSVAVALGMVELGAGGASLDQIRQALGFSHLQ--PGAEFSLL  96 
O_latipes          LYHQLQAEGGQENIIFSPLSVALSLGMVELGARGASLEEIRQTVGFSSLL--PGVEFSLL  96 
T_nigroviridis     LYQQLQAGGEQDNLVFSPLSVAVALGMVGLGARGASLEQLRQVAGVPHLL--PGGEFSLL  90 
S_acanthias        VYHHLRSMEKDENIFYSPFSIANALGMVELGAGGTTLEQIQHVMGYNYMQ--KGEEFGLL  91 
C_punctatum        MYHYLRSLEKDGNIFYSPFSIANALGMVELGAGSTTLEQIQHVMGYHYLQ--KGMEFDLL  91 
E_caballus         MYNHLRATGEDENILFSPLSVTLAMGMMELGAQGSTLKEIRHAMGYDSLK--NGEEFSFL  90 
H_sapiens          MYNRLRATGEDENILFSPLSIALAMGMMELGAQGSTQKEIRHSMGYDSLK--NGEEFSFL  90 
M_musculus         MYNHLRGTGEDENILFSPLSIALAMGMMELGAQGSTRKEIRHSMGYEGLK--GGEEFSFL  90 
G_gallus           VYNQLRAAREDENILFCPLSIAIAMGMIELGAHGTTLKEIRHSLGFDSLK--NGEEFTFL  90 
T_guttata          VYNQLRASREDENILFSPLSIAIAMGMVELGAHGTTLKEIRHSMGFDSLK--NGEEFAFL  90 
X_laevis           VYHELRATKDDENIIFSPLSTAIALGMVELGARGSSLKEIRHVLGYDKLK--NGEEFSLL  90 
X_nigrensis        LYHRLQAAGGQENIIFSPLSVSVALGMVELGARGASLEEIREAVGFSHLL--PGVEFSLL  98 
C_milii            IYRYLSSLNKDRNIFYSPLSIATALGMVELGTNGTTLEQIQHAMGYSKMA--KGEEFLML  91 
A_carolinensis     VYNQLRATGEDENIIFSPLGIAIALGMVELGAHGSTLKEIRHSMGYEGLK--NGAEFNFL  90 
H_sapiensA1AT      LYRQLAHQSNSTNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNLTEIPEAQIHEGF 120 
                                                                             s6B            α-Helix B                α-Helix C 
 
 
L_erinacea         ------------------------------------------------------------   0 
O_anatinus         KDLSDMITTEENQYVMKIANSLFVQNGFHINDKCLQMMKKYFKAEVENVDFNQNVATANH 150 
X_tropicalis       KDLSNMLTAQEKHYVLSIANSLYLQNGFHISDKFIQLMKKYFKAEVENVDFSQGSTVANH 150 
D_rerio            RNLSQALSTDEEQYVVRLANSLFLQSGVHFNEDFLQLMKKYFRAEVETVDFSQSTAVAER 152 
S_salar            QNLTGALSEDDAHYIIRLANSLFLQSGVTFNPEFLRLMRKYFRAEVETVDFSESAAVAEQ 151 
G_aculeatus        QNLTAALSGNDSHYVIRFANSLFLQEGVTFNPKFLHLMRKYFRADVETVDFSESAAVAEQ 156 
O_latipes          QNLTAALLDDDTHHVIRCANSLFLQEGVSFNPEFLHLVKKYFRAEAETVDFSDSTAVADQ 156 
T_nigroviridis     QNLTGPPAEGDS-HVLRLANSLFLQQGVTFNPEFLRLMRKYFKAEVETVDFSQPAAVAQQ 149 
S_acanthias        RDLSQSMKADSQQYVMKMANSLFVQEGFQLSDKFLQMLKKYFSASIESIDFSQPSSVADH 151 
C_punctatum        RDLSQSMKADSQQYVMKLVNSLFVEKGFQLSDQFLQMLKKYFGASVESIDFSQPSFVADH 151 
E_caballus         KDFSNMVTAEESQYVMKIANSLFVQNELHINDEFLKMMKKYFNAEVNRVDFSQNVAVANY 150 
H_sapiens          KEFSNMVTAKESQYVMKIANSLFVQNGFHVNEEFLQMMKKYFNAAVNHVDFSQNVAVANY 150 
M_musculus         RDFSNMASAEENQYVMKLANSLFVQNGFHVNEEFLQMLKMYFNAEVNHVDFSQNVAVANS 150 
G_gallus           KDLSDMATTEESHYVLNMANSLYVQNGFHVSEKFLQLVKKYFKAEVENIDFSQSAAVATH 150 
T_guttata          KELSDMATAEESHYVLDIANSLYVQNGFHVSDKFLQLVKKYFKAEVENVDFSQSAAVATQ 150 
X_laevis           KDLSSMLTAQEKHYVLSIANSLYLQNGFHISDKFIQLMKKYFKAEVENVDFSQGSTVANH 150 
X_nigrensis        QNLTEALSDDDAHYVIRFANSLFLQEGISFNPDFLHLMKKYFQAEVETVDFSESPVVAEQ 158 
C_milii            QNISQAMNEPSQQYLLKLANSLFVQDGFQLSDKFLQMMKQYFNASVKNVDFNHPSDVAVY 151 
A_carolinensis     KELSDMSTTEESQYILKLANSLCVQKGYHVNDKFLQLMKKYFNAEVEDVDFSQNIAVASY 150 
H_sapiensA1AT      QELLRTLNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFTVNFGDTEEAKKQ 180 
                                         α-Helix D                                s2A                           α-Helix E             s1A            α-Helix F             
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                                                        N-Gly.                                                                                   
                           ↓ 
L_erinacea         ------------------------------------------------------------   0 
O_anatinus         INKWVENNTNGLVKDLVSSRDFSAFTSLALINAIYFKGNWKSQFRPENTRTFSFTKDDES 210 
X_tropicalis       INMWVENHTNNRIRDLVTADDFTNLTKLVLVNAMYFKGNWKSQFRPENTRTFSFTKDDES 210 
D_rerio            INSWVLNHTESKIQNLVSAEDFSSSTMIMLVNAVYFRGSWKNQFRPENTRTFSFTRDDGS 212 
S_salar            INGWVENHTESKIRDLLSADDFSSVTRLTLVNAVYFRGSWKNQFRPENTRTFSFSKDDGS 211 
G_aculeatus        INNWVDNHTESKIRELMSAEDFSSVTRLTLVNAVYFRGSWKNQFRPENTRTFSFSRDDGS 216 
O_latipes          INSWVENHTESKIRSLLSAEDFSSVTRLTLVNAIYFRGSWKNQFRPENTRTFSFSRDDGS 216 
T_nigroviridis     INSWVENRTEGKIGELLAAEDLSTITRLALVNAVYFRGSWKNQFRPENTRAFSFSRDDGS 209 
S_acanthias        INEWVQNQTNNKIQNLSSPKDFNALTRLVLVNAIYFKGNWKSQFRAENTRTFPFTKMMKV 211 
C_punctatum        INEWVQNQTNNKIPNLLSPKDLDALTRLVLVNAIYFKGNWKSEFRGENTHTFQFTKDDES 211 
E_caballus         INKWVENNTNSLLKDLVSPRDFDALTHLALINAVYFKGNWKSQFRPENTRTFSFTKDDES 210 
H_sapiens          INKWVENNTNNLVKDLVSPRDFDAATYLALINAVYFKGNWKSQFRPENTRTFSFTKDDES 210 
M_musculus         INKWVENYTNSLLKDLVSPEDFDGVTNLALINAVYFKGNWKSQFRPENTRTFSFTKDDES 210 
G_gallus           INKWVENHTNNMIKDFVSSRDFSALTHLVLINAIYFKGNWKSQFRPENTRTFSFTKDDET 210 
T_guttata          INKWVENHTNSMIKDFVSSRDFGALTHLALINAIYFKGNWKSQFRPENTRTFSFTKDDES 210 
X_laevis           INLWVENHTNNRIRDLFTADDFNNLTKLVLVNAMYFKGNWKSQFRPENTRTFSFTKDDES 210 
X_nigrensis        INNWVENHTESKIRSLLSADDFSSITRLTLVNAVYFRGSWKNQFRPENTRTFSFSRDDGS 218 
C_milii            INQWVLDCTNHRIQKLVSPSDFTALSRLVLVNAIYFKGSWKSQFRPELTQAFPFTKDDES 211 
A_carolinensis     INRWVENRTNNMIKDFVSARDFGALTHLALVNAIYFKGNWKSQFRPENTRTFSFTKDDES 210 
H_sapiensA1AT      INDYVEKGTQGKIVDLVKELD--RDTVFALVNYIFFKGKWERPFEVKDTEEEDFHVDQVT 238 
                                                                                                                            s3A                                     s4C 
                                                                                       Omega-Schleife                                             
                                                                                                                ┌------------┐ 
L_erinacea         ------------   ------------------------------------------------   0 
O_anatinus         EVQIPMMYQQGE   FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMLILSRQEVPLVTLEPL 270 
X_tropicalis       EVQIPMMYQKGE   FYYGEFTDGSNEAGGVYQVLELPYEGDEISLIIVLSRQEVPLATLEPL 270 
D_rerio            EVQTLMMYQQGD   FYYGEFSDGTTEAGGVYQVLEMLYEGEDMSMMIVLPRQEVPLASLEPI 272 
S_salar            EAQTHMMYQQGD   FYYGEFSDGSSEAGGVYQVLEMPYEGEDMSMLVVLPRQEVPLAVLEPI 271 
G_aculeatus        EVQTLMMYQQGD   FYYGR----DEEAGGVYQVLEMPYEGEDMSMMIVLPRQEVPLASLEPI 272 
O_latipes          EVQTLMMYQQGD   FYYAY---NPEEAGGVYQVLEMPYEGEDMSMMIVLPRQEVPLASLEPI 273 
T_nigroviridis     EVHTRMMYQQGD   FYYGEFSDGSQEAGGVYQVLEMPYEGEDMSMMIVLPRQAQPP--WSSI 267 
S_acanthias        KYRYL-------   ------------------------------------------------ 216 
C_punctatum        EIQIAMMYQQGD   FNYGEFSDGSNEAGGVYQVLEMPYIGDEMSMMIVLPRQEVQLATLEPL 271 
E_caballus         EVQIPMMYQQGE   FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMLVLSRQEVPLATLEPL 270 
H_sapiens          EVQIPMMYQQGE   FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMLVLSRQEVPLATLEPL 270 
M_musculus         EVQIPMMYQQGE   FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMLALSRQEVPLATLEPL 270 
G_gallus           EVQIPMMYQQGE   FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMIVLSRQEVPLVTLEPL 270 
T_guttata          EVQIPMMYQQGE   FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMIVLSRQEVPLATLEPL 270 
X_laevis           EVQIPMMYQKGE   FYYGEFTDGSNEAGGVYQVLELPYEGDEISLIIVLSRQEVPLATIEPL 270 
X_nigrensis        EVQTLMMYQQGD   FYYGEFSDGSQEAGGVYQVLEMPYEGEDMSMMIILPRQEVPLASLEPI 278 
C_milii            EVQISMMYQQGE   FYYGEFTDGTDEAGGIYQVVELPYKGDEMSMMIVLPRQEVQLASIEPL 271 
A_carolinensis     EVQIPMMYQQGE   FYYGEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMIVLSRQEVPLATLEPL 270 
H_sapiensA1AT      TVKVPMMKRLGM   FNIQHCK--------KLSSWVLLMKYLGNATAIFFLPDEGKLQHLENE 290 
                                                          s3C                s1B                             s2B                       s3B                   α-Helix G                
 
L_erinacea         ---------------------   ------------   ---------------------------   0 
O_anatinus         VKPQLIEEWANSVKKQKVEVY   LPRFTVEQEIDL   KELLKSLGITEIFNRNADLTAL----S 326 
X_tropicalis       LKAPLIEEWANSVKKQKVEVY   LPRFKVEEVVNL   KDVLMQLGITKIFSGEADLSAV----S 326 
D_rerio            IKAPLLEEWANNVKRQKVEVY   LPRFKVEQKIDL   RESLQQLGIRSIFSKDADLSAMTAQMT 332 
S_salar            IRAPLLEEWANNVKRQKVEVY   LPRFKVEQKVDL   KETLQDLGIKNIFSKDADLSAM----T 327 
G_aculeatus        IKAPLLEEWANNVKRQKVEVY   LPRFKVEQKIDL   KSILQELGIKNIFTNDADLSAM----T 328 
O_latipes          IKAPLLEEWANNVKPQKVEIY   LPRFKVDQKMDL   RDTLQELGIKSIFTTDADLSAM----T 329 
T_nigroviridis     IKAPLLEDWANNVKLQKVEVY   LPRFKVEQKMDL   RKTLQELGIKSIFSTEADLSAM----T 323 
S_acanthias        ---------------------   ------------   --------------------------- 216 
C_punctatum        IKTQLINEWASSVKKQKVEVY   LPRFKMTQNIDL   KEALAGLGISEMFGVEADLSAM----T 327 
E_caballus         VKAQLIEEWANSVKKQKVEVY   LRRFTVEQEIDL   KDVLKALGITEVFVKNANLTSL----S 326 
H_sapiens          VKAQLVEEWANSVKKQKVEVY   LPRFTVEQEIDL   KDVLKALGITEIFIKDANLTGL----S 326 
M_musculus         LKAQLIEEWANSVKKQKVEVY   LPRFTVEQEIDL   KDILKALGVTEIFIKDANLTAM----S 326 
G_gallus           VKASLINEWANSVKKQKVEVY   LPRFTVEQEIDL   KDVLKGLGITEVFSRSADLTAM----S 326 
T_guttata          VKASLINEWANSVKKQKVEVY   LPRFTVEQEIDL   KDVWRGLGITELFSSSADLTAM----S 326 
X_laevis           LKAHLIEEWAKSVKKQKVEVY   LPRFKVEEVVNL   KEVLMRLGITKIFSGEADLSAI----S 326 
X_nigrensis        IKAPLLEEWANNVKRQKVEVY   LPRFKVEQKIDL   RTTLQELGITKIFTDDADLSAM----S 334 
C_milii            LKTQQINEWANSIKKEKVEVF   LPKFKVKQSIDL   KEVLSSLGMSEMFDMNADLSAM----T 327 
A_carolinensis     VKAQLIEEWATSVKKQKVEVY   LPRFTIEQEIDL   KDVLKGLGITEVFSRSADLTAM----S 326 
H_sapiensA1AT      LTHDIITKFLENEDRRSASLH   LPKLSITGTYDL   KSVLGQLGITKVFSNGADLSGV----T 346 
                                                    α-Helix H               s2C                 s6A            α-Helix I  
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                                                                                                                    P7 bis P8’ des RSL                                   
                                                                                                                    ┌-------------------------┐ 
L_erinacea         --------------------TRDEWLSLAEMIAVSRMLTLNPQVIADHPFFFLIRNQRTG  40 
O_anatinus         DDKDVFLSKAIHKSFIEVNEEGSEAAAASGMIAISRMAVLYPQVIIDHPFFFLIRNRRTG 386 
X_tropicalis       DSKDLFVAKAVHKSFLEVNEEGSEAAASSGMIANSRMAVLYPQVIVDHPFFFVIRNRKTG 386 
D_rerio            DGQDLFIGKAVQKAYLEVTEEGAEGAAGSGMIALTRTLVLYPQVMADHPFFFIIRNRKTG 392 
S_salar            DGKDLFIGKAVQKAYLEVTEEGAEGAAGSGMIALTRTLVLYPQVMADHPFFFIIRNRRTG 387 
G_aculeatus        DGKDLYIGKAVQKAYLDVTEEGAEGAVGSGMIALTRTLVLYPQVMADHPFFFVIRNRK-R 387 
O_latipes          DGKDLYIGKAVQKAYLEVTEEGAEGAVGSGMIALTRTLVLYPQVMADHPFFFVIRNRRTG 389 
T_nigroviridis     DGKDLYIGKAVQKAYLEVTEEGSEGAAGSGMMALTRTLVLYPQVMADHPFFFVVRERRTG 383 
S_acanthias        ------------------------------------------------------------ 216 
C_punctatum        EKKDLHISKAIHTSFIEVTEEGSEAAAASEMIAVSRMMVLTPQIIADHPFFFLIRNQRTG 387 
E_caballus         DNKEIFLSKAIHKSFIEVNEEGSEAAAASGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFLIRNRRIG 386 
H_sapiens          DNKEIFLSKAIHKSFLEVNEEGSEAAAVSGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFLIRNRRTG 386 
M_musculus         DKKELFLSKAVHKSCIEVNEEGSEAAAASGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFLYLIRNRKSG 386 
G_gallus           DNKELYLAKAFHKAFLEVNEEGSEAAAASGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFLVRNRRTG 386 
T_guttata          DNKELYLAKALHKAFLEVNEEGSEAAAASGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFLVRNRRTG 386 
X_laevis           DSKDLFVAKAVHKSFLEINEEGSEAAASSGMIANSRMAVLYPQVIVDHPFFFVIRNRKTG 386 
X_nigrensis        DGKDLYIGKAVQKAYLEVTEEGSEGAVGSGMIALTRTLVLNQQVMADHPFFFVIRNRRTG 394 
C_milii            ERNDLYISKAVHVSYLEVNEEGSEAAGVSGMIISNRMGSLAPQVLADHPFFFLIRNRKTG 387 
A_carolinensis     DNKDLYLSKAVHKSVLEVNEEGSEAAAASGMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFVVRNRRTG 386 
H_sapiensA1AT      EEAPLKLSKAVHKAVLTIDEKGTEAAGAM--FLEAIPMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTK 404 
                                                                         s5A                    Hinge                   ││         s1C                   s4B 
                                                                            P1  P1‘   
 
                              NS_Such_Cterm-Nested-/NS_Such_Cterm--Primer 
                                                         ┌------------┐   ┌----------------┐ 
L_erinacea         TILFMGRVMHPEDTNPNGHDFEAL  64 
O_anatinus         TILFMGRVMHPEALNASGHDFEEL 410 
X_tropicalis       SVLFMGRVMHPETLHTIGHDFEEL 410 
D_rerio            SILFMGRVMNPELIDPFDNNFDM- 415 
S_salar            SVLFMGRVMTPEVIEPTDFDNDSM 411 
G_aculeatus        SILFMGRVMTPEVIEPNDHDFDSM 411 
O_latipes          SVLFMGRVMTPE------------ 401 
T_nigroviridis     SILFMGRVTTPEVIDAGDGDFDSL 407 
S_acanthias        ------------------------ 216 
C_punctatum        TILFMGRVMHPENIHPNEHDFEAL 411 
E_caballus         TILFMGRVMHPETMNTSGHDFEEL 410 
H_sapiens          TILFMGRVMHPETMNTSGHDFEEL 410 
M_musculus         IILFMGRVMNPETMNTSGHDFEEL 410 
G_gallus           TVLFMGRVMHPEAMNTSGHDFEEL 410 
T_guttata          TVLFMGRVMHPEAMNSSGHDFEKL 410 
X_laevis           SVLFMGRVMHPETLTTTGHDFEEL 410 
X_nigrensis        SILFMGRVMTPEVVEPFDHDFDSI 418 
C_milii            TIYFMGRVMHPEDIDPTEKYPEAS 411 
A_carolinensis     TIIFLGRVMHPEAMNTSAHDFEEL 410 
H_sapiensA1AT      SPLFMGKVVNPTQK---------- 418 
                                                    s5B 
 
Abbildung 95: Alignment von Neuroserpin-Sequenzen  
Im Alignment (Clustal Omega) sind die Bindestellen der individuellen Suchprimer markiert. Die konservierte 
Omega-Schleife (grün-weiß invertiert) und die potenzielle N-Glykosylierungsstelle sind gekennzeichnet. Die 
übereinstimmenden Positionen im RSL sind ebenfalls hervorgehoben (schwarz-weiß invertiert). Die 
Sekundärstrukturelemente beziehen sich auf das humane Neuroserpin (PDB-ID: 3f5n). Die Zugangsnummern 
sind Tabelle 56 zu entnehmen. 
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8.8.3 Isolierte c-DNA-Sequenz von Protease Nexin-1 aus Chiloscyllium 
punctatum 
     1  AAAACAGTCAGAGGTTACTCCTTTGAAAAGGCAAACAAATCTGGAACTCCCTGAAAGACG 
 
     1                                                         M  G  
    61  AACGGTTTTCTGTTTGTGACAGTTGATACGTATCAAGATTAATAGTGAATCACAATGGGC 
 
     3   K  V  G  I  L  V  I  L  S  V  L  I  E  S  V  H  C  Q  W  K  
   121  AAAGTAGGCATCTTGGTCATCCTCAGTGTGCTTATAGAATCTGTTCACTGTCAGTGGAAG 
 
    23   H  T  Q  V  S  E  F  G  S  D  L  G  M  K  I  F  N  Q  V  V  
   181  CACACTCAAGTATCAGAATTTGGGTCAGACCTGGGGATGAAGATTTTCAATCAAGTCGTT 
 
    43   N  S  N  P  T  E  N  T  I  I  S  P  H  G  I  T  S  V  L  G  
   241  AATTCCAATCCAACAGAAAATACAATAATTTCTCCCCATGGAATCACTTCTGTTCTTGGG 
 
    63   M  L  Q  L  G  A  G  A  R  T  R  Q  Q  L  N  N  A  L  K  Y  
   301  ATGTTGCAGCTAGGTGCTGGTGCAAGAACAAGACAACAATTGAACAATGCTCTAAAATAC 
 
    83   N  S  Y  G  I  Y  K  K  I  K  K  I  H  K  S  L  T  E  S  R 
   361  AACTCTTATGGTATTTACAAAAAAATCAAAAAGATACACAAGTCTTTAACTGAGAGCAGA 
 
   103   N  Q  D  I  V  T  I  A  N  G  L  F  A  P  S  D  F  A  M  E  
   421  AATCAGGACATAGTAACTATTGCCAATGGATTATTTGCACCCAGTGACTTTGCAATGGAA 
 
   123   Q  S  F  L  R  K  L  Q  V  L  Y  Q  A  A  V  R  N  V  H  Y  
   481  CAATCCTTTCTCAGAAAGCTTCAAGTTTTGTATCAAGCTGCAGTGAGAAATGTGCATTAT 
    
   143   E  N  P  V  E  A  A  S  A  I  N  L  W  T  R  N  Q  T  R  G  
   541  GAAAATCCTGTGGAAGCTGCATCAGCAATCAACTTATGGACTAGGAATCAAACTAGAGGT 
 
   163   M  I  T  N  L  I  S  P  S  M  L  S  E  T  T  R  L  V  V  V  
   601  ATGATTACAAATCTAATTTCTCCATCAATGCTCAGTGAAACCACCAGGCTAGTGGTGGTC 
 
   183   N  A  L  F  F  K  G  L  W  K  S  R  F  L  P  E  N  T  R  N  
   661  AATGCACTTTTTTTCAAGGGTTTGTGGAAGTCACGGTTTCTCCCAGAAAATACGCGCAAC 
 
   203   R  D  F  Y  A  A  D  G  N  V  Y  Q  V  P  M  M  S  Q  K  A  
   721  AGGGATTTTTATGCAGCTGATGGAAATGTGTATCAAGTTCCAATGATGTCCCAAAAAGCA 
 
   223   T  F  S  F  G  M  A  I  T  P  T  N  V  K  Y  Y  I  L  E  L  
   781  ACCTTCAGTTTTGGTATGGCCATCACACCAACTAATGTGAAATATTATATCCTTGAACTG 
 
   243   P  Y  H  G  G  T  I  S  M  F  V  V  V  P  E  E  H  N  T  P  
   841  CCATACCATGGAGGCACTATCAGTATGTTTGTTGTTGTTCCTGAGGAGCATAATACCCCA 
 
   263   L  S  I  I  T  P  H  L  D  I  Q  S  I  H  G  W  K  R  I  M  
   901  CTCTCTATAATAACTCCTCACCTTGATATCCAATCCATACATGGCTGGAAGCGAATCATG 
 
   283   R  E  K  K  L  D  I  A  L  P  K  F  T  A  E  A  E  I   D  L  
   961  AGAGAAAAGAAACTTGATATTGCTTTACCCAAGTTCACTGCTGAGGCAGAGATAGACCTG 
 
   303   E  Q  P  L  S  A  L  G  I  T  D  M  F  D  R  T  K  A  N  F  
  1021  GAGCAACCCCTTTCAGCTCTTGGAATCACTGATATGTTTGATCGAACTAAAGCAAATTTT 
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   323   G  K  I  C  R  S  G  E  L  Y  V  S  Q  V  L  Q  K  A  K  I  
  1081  GGAAAGATTTGCAGATCTGGTGAACTGTATGTTTCACAAGTACTACAAAAGGCTAAGATT 
 
   343   E  V  N  E  D  G  T  K  A  S  A  A  T  A  A  V  M  M  V  K  
  1141  GAAGTGAATGAAGATGGAACTAAAGCTTCAGCAGCAACAGCTGCAGTTATGATGGTAAAA 
 
   363   S  L  R  I  I  P  S  F  V  V  N  R  P  F  I  Y  I  I  W  H  
  1201  TCTTTGAGGATTATTCCTTCATTTGTGGTGAACAGACCATTCATCTATATTATATGGCAC 
 
   383   N  P  S  G  T  I  L  F  I  G  Q  V  S  K  P  -   
  1261  AATCCTTCAGGGACCATCCTCTTTATTGGACAAGTTTCGAAACCTTAAGCCAATTTCAAT 
  1321  AGGACACATTTCAAATGCTTTTCTACTATAAATGCAGGAAATGTCAAATTGCTGCCTTCC 
  1381  AAGTGGCTTGGTGAAATGCAGTGCTAATATTTACAACACTGACTTTAAGAAAGGAACAAT 
  1441  GGCATATACATTTTTTGTTTGCTGTGCATTGAATGTTTAATTGTAGTTTTTAAAAAGTTG 
  1501  TCTGTATTCAGTGTCCTTTTTTATACAAATGCAGTATTGCCCCTGAGGAACACTAAGCAT 
  1561  TTGAGTTTTTTTTTGACCAAGTATCATTGGTAGGAAAACAAAACAATTTTGAAATGTTAC 
  1621  ATGAAAATTTTGAATTTTGTTTGTTTGGGATATGATCAAATTGCCTGAGTGAGAAACTAA 
  1681  ATGCTTTCTTAAGGATAAAACCAATTTTTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
Abbildung 96: Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von 
PN-1 aus Chiloscyllium punctatum 
Die Kozak-Sequenz (rot), das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind 
gekennzeichnet. 
 
 
Sequenz des CpPN-1-Fusionsproteins 
     1   M  L  R  R  A  L  L  C  L  A  V  A  A  L  V  S  A  D  A  Y  
     1  ATGCTGAGGCGGGCTCTCTTGTGCCTGGCCGTGGCAGCCCTTGTCAGCGCTGACGCCTAC 
 
    21   P  Y  D  V  P  D  Y  A  G  T  Q  W  K  H  T  Q  V  S  E  F  
    61  CCCTATGATGTTCCTGACTACGCAGGTACCCAGTGGAAGCACACTCAAGTATCAGAATTT 
 
    41   G  S  D  L  G  M  K  I  F  N  Q  V  V  N  S  N  P  T  E  N  
   121  GGGTCAGACCTGGGGATGAAGATTTTCAATCAAGTCGTTAATTCCAATCCAACAGAAAAT 
 
    61   T  I  I  S  P  H  G  I  T  S  V  L  G  M  L  Q  L  G  A  G  
   181  ACAATAATTTCTCCCCATGGAATCACTTCTGTTCTTGGGATGTTGCAGCTAGGTGCTGGT 
 
    81   A  R  T  R  Q  Q  L  N  N  A  L  K  Y  N  S  Y  G  I  Y  K  
   241  GCAAGAACAAGACAACAATTGAACAATGCTCTAAAATACAACTCTTATGGTATTTACAAA 
 
   101   K  I  K  K  I  H  K  S  L  T  E  S  R  N  Q  D  I  V  T  I  
   301  AAAATCAAAAAGATACACAAGTCTTTAACTGAGAGCAGAAATCAGGACATAGTAACTATT 
 
   121   A  N  G  L  F  A  P  S  D  F  A  M  E  Q  S  F  L  R  K  L  
   361  GCCAATGGATTATTTGCACCCAGTGACTTTGCAATGGAACAATCCTTTCTCAGAAAGCTT 
 
   141   Q  V  L  Y  Q  A  A  V  R  N  V  H  Y  E  N  P  V  E  A  A  
   421  CAAGTTTTGTATCAAGCTGCAGTGAGAAATGTGCATTATGAAAATCCTGTGGAAGCTGCA 
 
   161   S  A  I  N  L  W  T  R  N  Q  T  R  G  M  I  T  N  L  I  S  
   481  TCAGCAATCAACTTATGGACTAGGAATCAAACTAGAGGTATGATTACAAATCTAATTTCT 
 
   181   P  S  M  L  S  E  T  T  R  L  V  V  V  N  A  L  F  F  K  G  
   541  CCATCAATGCTCAGTGAAACCACCAGGCTAGTGGTGGTCAATGCACTTTTTTTCAAGGGT 
 
   201   L  W  K  S  R  F  L  P  E  N  T  R  N  R  D  F  Y  A  A  D  
   601  TTGTGGAAGTCACGGTTTCTCCCAGAAAATACGCGCAACAGGGATTTTTATGCAGCTGAT 
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   221   G  N  V  Y  Q  V  P  M  M  S  Q  K  A  T  F  S  F  G  M  A  
   661  GGAAATGTGTATCAAGTTCCAATGATGTCCCAAAAAGCAACCTTCAGTTTTGGTATGGCC 
 
   241   I  T  P  T  N  V  K  Y  Y  I  L  E  L  P  Y  H  G  G  T  I  
   721  ATCACACCAACTAATGTGAAATATTATATCCTTGAACTGCCATACCATGGAGGCACTATC 
 
   261   S  M  F  V  V  V  P  E  E  H  N  T  P  L  S  I  I  T  P  H  
   781  AGTATGTTTGTTGTTGTTCCTGAGGAGCATAATACCCCACTCTCTATAATAACTCCTCAC 
 
   281   L  D  I  Q  S  I  H  G  W  K  R  I  M  R  E  K  K  L  D  I  
   841  CTTGATATCCAATCCATACATGGCTGGAAGCGAATCATGAGAGAAAAGAAACTTGATATT 
 
   301   A  L  P  K  F  T  A  E  A  E  I  D  L  E  Q  P  L  S  A  L  
   901  GCTTTACCCAAGTTCACTGCTGAGGCAGAGATAGACCTGGAGCAACCCCTTTCAGCTCTT 
 
   321   G  I  T  D  M  F  D  R  T  K  A  N  F  G  K  I  C  R  S  G  
   961  GGAATCACTGATATGTTTGATCGAACTAAAGCAAATTTTGGAAAGATTTGCAGATCTGGT 
 
   341   E  L  Y  V  S  Q  V  L  Q  K  A  K  I  E  V  N  E  D  G  T  
  1021  GAACTGTATGTTTCACAAGTACTACAAAAGGCTAAGATTGAAGTGAATGAAGATGGAACT 
 
   361   K  A  S  A  A  T  A  A  V  M  M  V  K  S  L  R  I  I  P  S  
  1081  AAAGCTTCAGCAGCAACAGCTGCAGTTATGATGGTAAAATCTTTGAGGATTATTCCTTCA 
 
   381   F  V  V  N  R  P  F  I  Y  I  I  W  H  N  P  S  G  T  I  L  
  1141  TTTGTGGTGAACAGACCATTCATCTATATTATATGGCACAATCCTTCAGGGACCATCCTC 
 
   401   F  I  G  Q  V  S  K  P  -  
  1201  TTTATTGGACAAGTTTCGAAACCTTAA 
 
Abbildung 97: Sequenz des CpPN-1-Fusionsproteins 
Die eigene Signalsequenz wurde durch die humane Signalsequenz von PDI ersetzt (grün) gefolgt von einem 
humanen Hämagglutinin-Tag (lila). Für die Klonierung im richtigen Leserahmen wurde die 
Restriktionsschnittstelle KpnI (grau) genutzt.  
 
 
8.8.4 Alignment von Protease Nexin-1-Sequenzen 
X_laevis           ----MRRLVV---LLFLGAF-------LA-------SVQPELDPLSLEEL---GSDIGIQ  36 
X_tropicalis       ----MRSLFT---LLFLGAF-------LA-------SAQPELDLLSLEEL---GSDIGIQ  36 
M_musculus         ----MNWHFPF--FILTTVT-------LY-------SVHSQFNSLSLEEL---GSNTGIQ  37 
H_sapiens          ----MNWHLPL--FLLASVT-------LP-------SICSHFNPLSLEEL---GSNTGIQ  37 
B_taurus           ----MNWHFPF--FLVASVT-------LP-------SVCSQFNPLSLEEL---GSDTGIQ  37 
D_rerio            -------MCVL--FRCGVLF--LLCSVS----------VSQSQSSSYGAR---GSDLGLQ  36 
S_acanthias        ----MGKV--------GILI--LLSVVMK-------SVHCQWKNTQVSEL---GSDLGMK  36 
C_punctatum        ----MGKV--------GILV--ILSVLIE-------SVHCQWKHTQVSEF---GSDLGMK  36 
O_fasciatus        ----MKHLSLF--CLYALVT---LYGHTG-------VLSQG---PSYGER---GSDLGIQ  38 
T_rubripes         ----MKTLSFL--CLFGLVV---LRGHGG-------ALSQA---PSYGER---GSDLGIQ  38 
O_niloticus        ----MEHMSLL--CLCALVA---LCSHKG-------VLSQA---PSYGER---GSDLGIQ  38 
S_salar            ----MGLPSLL--CMCMLVT---LGGHRG-------VFSQAPSTPSYGER---GSDLGLQ  41 
A_carolinensis     ----MDWQFAL--LFVA-LT-------ST-------CMCFPPNPMSLEEL---GSDIGIQ  36 
T_californica      ----MXKI--------NILI--LLCMAMS-------SVHCRWKNTKVSEV---GSDLGIK  36 
M_glutinosa        ------------------------------------------------------------   0 
H_sapiensA1AT      MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLAEDPQGDAAQKTDTSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFS  60 
                                                                                                                                                                 α-Helix A 
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                                                                                       Nex1+-Primer 
                                                         LPR-Bindestelle    ┌--------------┐ 
                                                                  ┌--------------------┐                                                                                      ┌----                                                                  
X_laevis           VFNQVVKTRPHENIVMSPHGISSVLGMLQLGADGKTKKQLMTVMRYKINEVA-----KSL  91 
X_tropicalis       VFNQVVKSRPHENFVMSPHGISSVLGMLQLGADGKTKKQLMTVMRYKINEVA-----KSL  91 
M_musculus         VFNQIIKSRPHENVVVSPHGIASILGMLQLGADGKTKKQLSTVMRYNVNGVG-----KVL  92 
H_sapiens          VFNQIVKSRPHDNIVISPHGIASVLGMLQLGADGRTKKQLAMVMRYGVNGVG-----KIL  92 
B_taurus           VFNQIVKSQPHDNIIISPHGIASVLGMLQLGADGRTKKQLTTVMRYGVNGVG-----KML  92 
D_rerio            VFMQVLQDRAQENVLLSPHGVASVLGMLLPGAHGDTRRQLLNGLKYKKNGPY-----KML  91 
S_acanthias        IFNHVVNSKPTENIIMSPHGIASVLGMLQLGAGARTRQQLNIALKYSSYGIY-----RKL  91 
C_punctatum        IFNQVVNSNPTENTIISPHGITSVLGMLQLGAGARTRQQLNNALKYNSYGIY-----KKI  91 
O_fasciatus        VFQQVVRSRPLENVVLSPHGVASILGMLLPGAHGVTRKQVLNALRYKKKGPY-----NML  93 
T_rubripes         VFQQEVRSRPLDNIVLSPHGVASILGMLLPGAHGETRKQVLTALRYKKNGPY-----KML  93 
O_niloticus        VFQQVVHAKPLENVVLSPHGVASILGMLLSGAHGETRKQILNALRYKKNGPY-----KML  93 
S_salar            VFQQVARSRPQQNVVLSPHGVASILGMLLPGTHGETRRQLLTALRYKKNGPY-----KML  96 
A_carolinensis     VFNQLVKSRPKDNVVVSPHGIASVLGMLQLGADGKTKKQLTTVMRYSVNGVG-----KVL  91 
T_californica      IFNQVVSSKPTENIIMSPHGIASLLGMLHLGADGSTREQLRNALKYNSNGVH-----KKL  91 
M_glutinosa        ------------------------------------------------------------   0 
H_sapiensA1AT      LYRQLAHQSNSTNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNLTEIPEAQIHEGF 120 
                                                                             s6B           α-Helix B                    α-Helix C                       α-Helix D 
 
                   Glykosaminoglykanbindestelle Nex2--Primer 
                                             -----------------------┌----------------┐                                                                
X_laevis           KKINRAIVAKKNKDIVTTANGVFASSAFKMEGSFVYKNKDVFHSDVRSVDFQEKNTAASI 151 
X_tropicalis       KKINRAIVAKKNKDIVTSANGVFASSVFKMESSFVYKNKDVFHSDVRSVDFQEKNTAASI 151 
M_musculus         KKINKAIVSKKNKDIVTVANAVFLRNGFKMEVPFAVRNKDVFQCEVQNVNFQDPASASES 152 
H_sapiens          KKINKAIVSKKNKDIVTVANAVFVKNASEIEVPFVTRNKDVFQCEVRNVNFEDPASACDS 152 
B_taurus           KKINKAIVSKKNKDIVMVANAVFVKNDSKMEVPFVTRNKDVFQCEVRNANFEDPASACAS 152 
D_rerio            RKLHKSLTTKSNADIVTIANALFPNEGFSMKEDFLSANRENFLCESHSVDYSDPEAAAQS 151 
S_acanthias        KRIQKSLTESRNQDIVTIANGIFAPSDFAMEQPFIRKTRDVYQAALRSLNYEDPVAAASA 151 
C_punctatum        KKIHKSLTESRNQDIVTIANGLFAPSDFAMEQSFLRKLQVLYQAAVRNVHYENPVEAASA 151 
O_fasciatus        KRLHKTLTAKSNQDLVLIANAMFSQEGFPMEEAFVATNKANFQCESRSLDFSNPQGAADE 153 
T_rubripes         KKLHKTLTAKANQDSLLIANAMFTKEGFPMKEAFVATNKANFQCESRSLDFRHPSKAADD 153 
O_niloticus        KKLHKNLTGKANQDIVLIANAMFSQKGFPMQEAFVTSNKENFQCQSRSLDFSNPDAAADE 153 
S_salar            RKLHKTLTAKSNQDIVTIANAMFSQQGFPMEEAFMSSNRANFQCESRTLDFTDTEAAAAT 156 
A_carolinensis     KKINKAIVAKRNKDLVTIANAVFAKSGLKMEVPFVSRNNDVFQCSVKSIDFEDKDSACDT 151 
T_californica      XRIQKLLTERRNXDLXSXANGIFVPSTFSMEQPFYS------------------------ 127 
M_glutinosa        ------------------------------------------------------------   0 
H_sapiensA1AT      QELLRTLNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFTVNFGDTEEAKKQ 180 
                                                                                         s2A                            α-Helix E            s1A              α-HelixF 
 
                                                    Nex3--Primer 
                                                    ┌----------------┐  
                                                        N-Gly. 
                                                      ↓ 
X_laevis           INQWVKNQTKGMIEGLISPELLDSSVTRLVLVNALYFKGLWKSRFQPENTKKRTFHGPDG 211 
X_tropicalis       INQWVKNQTNGMIEGLISPELLDSSVTRLVLVNALYFKGLWKSRFQPENTKKRTFHGPDG 211 
M_musculus         INFWVKNETRGMIDNLLSPNLIDGALTRLVLVNAVYFKGLWKSRFQPESTKKRTFVAGDG 212 
H_sapiens          INAWVKNETRDMIDNLLSPDLIDGVLTRLVLVNAVYFKGLWKSRFQPENTKKRTFVAADG 212 
B_taurus           INAWVRNETQGMIDSLLSPDLLNGVLTRLVLVNAVYFKGLWRSRFLPENTKKRTFVAADG 212 
D_rerio            INDWVKNSTKGQIPSVVTADMFDTALTRLVAVNSIFFKGLWKSRFQPQSTKPRSFTAGDG 211 
S_acanthias        INQWTKNQTRGMITNLISPAILS-EATRLVVVNAIFFKGLWKSR---------------- 194 
C_punctatum        INLWTRNQTRGMITNLISPSMLS-ETTRLVVVNALFFKGLWKSRFLPENTRNRDFYAADG 210 
O_fasciatus        INEWVNNKTKGHIPSLIKADMLDSALTRLVAVNSIYFKGLWKSRFQPENTKMRPFNGGDG 213 
T_rubripes         INEWVSNKTKGHIPSLVKADMLDSALTRLVAVNSIYFKGLWKSRFQAEDTKMRPFTSGDG 213 
O_niloticus        VNEWVNNKTKGHIPSLIKADMLNPALTRLVVVNSIYFKGLWKSRFQPENTKMRTFTRGDG 213 
S_salar            INIWVNNQTKGHIPTLVKADMLDGALTRLVAVNAIYFKGLWKSRFQTENTKMRTFNAGDG 216 
A_carolinensis     VNHWVRNKTKGMIDSILSPDDIDSALTRLILVNAIYFKGLWKSRFQPENTKKRTFTAADG 211 
T_californica      ------------------------------------------------------------ 129 
M_glutinosa        --------------------------------------GIWKTPFSSKRTHLQPFTTASG  22 
H_sapiensA1AT      INDYVEKGTQGKIVDLVKELDRD---TVFALVNYIFFKGKWERPFEVKDTEEEDFHVDQV 237 
                                                                                                                               s3A                                    s4C 
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X_laevis           KDYQVPMLAQLSL   F-RSGSASTPNGLWYNVIELPYHGGSLSMLVALPTEESTPLSAIIPH 270 
X_tropicalis       KDYQVPMLAQLSL   F-RSGSASTPNGLWYNVIELPYHGGSLSMLVALPTEESTPLSAIIPH 270 
M_musculus         KSYQVPMLAQLSV   F-RSGSTRTPNGLWYNFIELPYHGESISMLIALPTESSTPLSAIIPH 271 
H_sapiens          KSYQVPMLAQLSV   F-RCGSTSAPNDLWYNFIELPYHGESISMLIALPTESSTPLSAIIPH 271 
B_taurus           KSYQVPMLAQLSV   F-RCGSTSTPSGLWYNFIELPYHGESISMLIALPTESSVPLSAIVPH 271 
D_rerio            NTYKVPMMSQLSV   F-NMGQASTPDGQKYIVIELPYHGNSMSMFIALPTEDSTPLSSILPH 270 
S_acanthias        -------------   ----------------------------------------------- 194 
C_punctatum        NVYQVPMMSQKAT   F-SFGMAITPTNVKYYILELPYHGGTISMFVVVPEEHNTPLSIITPH 269 
O_fasciatus        NVYKVPMMSQLSV   F-NISMATTPQGLKYKVIELPYHGNTISMLIVLPSDEDTPLSRVIPH 272 
T_rubripes         TVHKVPMMSQLSV   F-NIGMVTTPQGLKYKVIELPYHGNTVSMLIALPSEENTPLSHIIPT 272 
O_niloticus        TDTKVLMMSQLSI   F-NIGLASTPQGLKYKVIELPYHGNTISMLIVLPSEEDTPLSRVIPH 272 
S_salar            NSYKVSMMSQLSV   F-NIGLASTPQGLNYKVIELPYHGNSISMLIALPSEEDTPLGDVIPH 275 
A_carolinensis     KTYQVPMLAQLSV   F-RCGTTSTPNDLWYNIIELPYHGETISMLIALPTESTTPLSAIIPH 270 
T_californica      -------------   ----------------------------------------------- 129 
M_gutinosa         EVVQVPTMVVTGA   MLRHGMFQAGQDLIYRVLQIPYKDDTASMIIVLP-VSGS-LNELQPL  80 
H_sapiensA1AT      TTVKVPMMKRLGM   F-NIQHCKK---LSSWVLLMKYLGNATAIFFL-PDEG--KLQHLENE 290 
                                                           s3C                  s1B                       s2B                        s3B 
 
X_laevis           ISTKTLQSWMT-MTPKRVQL   ILPKFSVEAEADL   KEPLRNLGITEMFDVSKANFAKIT-RS 328 
X_tropicalis       ISTKTLQSWMT-MTPKRVQL   ILPKFSVEAEADL   KEPLRNLGITEMFDVSKANFAKIT-RS 328 
M_musculus         ITTKTIDSWMNTMVPKRMQL   VLPKFTAVAQTDL   KEPLKALGITEMFEPSKANFTKIT-RS 330 
H_sapiens          ISTKTIDSWMSIMVPKRVQV   ILPKFTAVAQTDL   KEPLKVLGITDMFDSSKANFAKITTGS 331 
B_taurus           ISTKTIDSWVSTMVPKRVQV   ILPKFTAVAQTDL   KEPLKVLGITDMFDPSKANFAKIT-RS 330 
D_rerio            ISTNTIQSWTKLMNPRRMRL   LMPKFTVEQELDL   ETPLKALGIKDIFDQNKADFRHLS--S 328 
S_acanthias        --------------------   -------------   --------------------------- 194 
C_punctatum        LDIQSIHGWKRIMREKKLDI   ALPKFTAEAEIDL   EQPLSALGITDMFDRTKANFGKIC-RS 328 
O_fasciatus        ISTATVQSWTKLMHMRKVRL   LIPKFTADAEVDL   EAPLSALGITDMFSQNKADFRHLS--A 330 
T_rubripes         ISTASVQNWTKLMHMMKIRL   LIPKFTADAEVDL   KGSLSALGLTDMFSSERADFRHLS--A 330 
O_niloticus        ISTATVQSWTKLMHMRKVRL   LIPKFMADAEVDL   KDPLSALGITNIFSEDKADFRHLS--S 330 
S_salar            INTATVQSWTKLLHHRKVRL   LLPKFSAEAEVDL   QASLSALGITDIFDEDKADFRHLS--T 333 
A_carolinensis     ISTKTIQSWMTTMVQKRVQV   ILPKFTVEAETDL   KEPLQELGIRDMFEQSKANFLKIT-RT 329 
T_californica      --------------------   -------------   --------------------------- 129 
M_glutinosa        IVNATPRDWIHDLQAEPLTV   LLPRFRVESDLDL   KAGLETLGVRAIFDYGKADLSLISNNP 140 
H_sapiensA1AT      LTHDIITKFLENEDRRSASL   HLPKLSITGTYDL   KSVLGQLGITKVFSNG-ADLSGVT-EE 348 
                                                   α-Helix H             s2C                   s6C             α-Helix I 
 
                                                                                                            P8 bis P5’ des RSL 
                                                                                                           ┌-------------------------┐  
X_laevis           ESLHVSHLLQKAKIEVNEDGTKASGATTAVLIARSS--PRWFTVDRPFLFFIRHNPTGAV 386 
X_tropicalis       ESLHVSHLLQKAKIEVNEDGTKASGATTAVLIARSS--PRWFTVDRPFLFFIRHNPTGAV 386 
M_musculus         ESLHVSHILQKAKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFIVDRPFLFSIRHNPTGAI 388 
H_sapiens          ENLHVSHILQKAKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFIVDRPFLFFIRHNPTGAV 389 
B_taurus           ENLHVSHILQKAKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFIVDRPFLFFIRHNPTGAV 387 
D_rerio            ESIYVSKALQKAKIEVNEDGTKASATTSVILHARSS--PPWVTVDRPFLFLIRHNSSGTI 386 
S_acanthias        ------------------------------------------------------------ 194 
C_punctatum        GELYVSQVLQKAKIEVNEDGTKASAATAAVMMVKSLRIIPSFVVNRPFIYIIWHNPSGTI 388 
O_fasciatus        EPVHVSKALQKAKVVVNEDGTKAAAATTAILLARSS--PPWVTVDRPFLFLIRHNPTGTI 388 
T_rubripes         EPLYVSTALQKAKIEVNEDGTKASAATTAILIARSS--PPWVAVDRPFLFLIRHNPTGTI 388 
O_niloticus        EPVYVSKALQKAKIIVNEDGTKAAAATTAFFLARSS--PPWVTVDRPFMFLIRHNPTGTI 388 
S_salar            EPVYISKALQKAKIEINEDGTKAAAVTTAILMARSS--PPWVIVDRPFLFLIRHNPTGTI 391 
A_carolinensis     ASIHVSQILQKAKIEVSEDGTKASAATTAILIARSS--PPWFVVDRAFVFFIRHNPTGAV 387 
T_californica      ------------------------------------------------------------ 129 
M_glutinosa        EPLFVSKVFQRAVVEVNEDGTEAAAATGVVITARSS--LPTFTVDRPFLFLIWHHATDAV 198 
H_sapiensA1AT      APLKLSKAVHKAVLTIDEKGTEAAGAMFLEAIP--MSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSP 406 
                                                                  s5A                    Hinge                     ││               Insertion   s4B                 
                                                                                                                         P1  P1‘        s1C 
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X_laevis           LFTGQINKP--- 395 
X_tropicalis       LFTGQINKP--- 395 
M_musculus         LFLGQVNKP--- 397 
H_sapiens          LFMGQINKP--- 398 
B_taurus           LFMGQINKP--- 397 
D_rerio            LFAGQINKP--- 395 
S_acanthias        ------------ 194 
C_punctatum        LFIGQVSKP--- 397 
O_fasciatus        LFIGQINQP--- 397 
T_rubripes         LFMGQINQP--- 397 
O_niloticus        LFMGQINEP--- 397 
S_salar            LFIGQVNQP--- 400 
A_carolinensis     LFMGQVNKP--- 396 
T_californica      ------------ 129 
M_glutinosa        LFLGKVQNPK-- 208 
H_sapiensA1AT      LFMGKVVNPTQK 418 
                                                s5B 
 
Abbildung 98: Alignment von Protease Nexin-1-Sequenzen 
Neben den Bindestellen der individuellen Suchprimer sind im Alignment (Clustal Omega) die LPR-Bindestelle, 
Cystein-Reste und N-Glykosylierungsstelle im Vergleich zu Chiloscyllium punctatum gekennzeichnet. Zusätzlich 
sind die übereinstimmenden Positionen im RSL mit der veränderten Position P1 und der Insertion markiert. Die 
Zugangsnummern sind in Tabelle 56 aufgelistet. Die Sekundärstrukturelemente sind vom humanen PN-1 
abgeleitet (PDB-ID: 4dy0). 
 
 
8.8.5 Isolierte cDNA-Teilsequenz aus Myxine glutinosa 
     1   G  I  W  K  T  P  F  S  S  K  R  T  H  L  Q  P  F  T  T  A  
     1  GGTATCTGGAAAACACCCTTTTCATCCAAGCGTACGCATCTCCAGCCTTTCACGACAGCA 
 
    21   S  G  E  V  V  Q  V  P  T  M  V  V  T  G  A  M  L  R  H  G  
    61  TCTGGTGAGGTGGTGCAAGTGCCTACAATGGTGGTCACNGGAGCGATGCTTCGTCATGGG 
 
    41   M  F  Q  A  G  Q  D  L  I  Y  R  V  L  Q  I  P  Y  K  D  D  
   121  ATGTTTCAGGCTGGGCAAGACCTAATCTATCGGGTTTTGCAAATTCCATACAAGGATGAT 
 
    61   T  A  S  M  I  I  V  L  P  V  S  G  S  L  N  E  L  Q  P  L  
   181  ACAGCAAGTATGATCATTGTCCTTCCGGTTTCTGGATCGCTGAACGAGCTACAGCCTTTG 
 
    81   I  V  N  A  T  P  R  D  W  I  H  D  L  Q  A  E  P  L  T  V  
   241  ATCGTGAATGCCACGCCACGCGATTGGATCCATGATTTACAAGCTGAACCTCTCACGGTG 
 
   101   L  L  P  R  F  R  V  E  S  D  L  D  L  K  A  G  L  E  T  L  
   301  TTACTTCCCAGGTTCCGGGTGGAGAGCGATTTGGATTTGAAAGCAGGTCTGGAAACCTTA 
 
   121   G  V  R  A  I  F  D  Y  G  K  A  D  L  S  L  I  S  N  N  P  
   361  GGGGTGAGAGCCATCTTCGATTATGGAAAAGCTGACCTGTCACTCATCAGCAATAATCCG 
 
   141   E  P  L  F  V  S  K  V  F  Q  R  A  V  V  E  V  N  E  D  G  
   421  GAACCACTTTTTGTATCCAAAGTATTCCAGCGAGCTGTTGTGGAAGTGAATGAAGATGGT 
 
   161   T  E  A  A  A  A  T  G  V  V  I  T  A  R  S  S  L  P  T  F  
   481  ACAGAGGCTGCTGCAGCCACAGGTGTGGTTATCACTGCACGCTCCTCCCTGCCTACATTC 
 
   181   T  V  D  R  P  F  L  F  L  I  W  H  H  A  T  D  A  V  L  F  
   541  ACAGTTGATCGACCATTCCTGTTTCTCATCTGGCACCATGCCACCGATGCCGTGCTGTTC 
 
   201   L  G  K  V  Q  N  P  K  -  
   601  CTCGGAAAAGTGCAAAATCCAAAGTGAATATAACATGGTCCTCCTTTTTTTTTTTTTTGT 
   661  CTATTTTTACCATGTAATCTGCCATAACTGCATGAGACCTTTCCACTAAAAATGCGTATT 
   721  TAACATGAAATGCTTTGCATGAGAGCATTCTTATCACTTTTGTTTCATTTAACACTGATT 
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   781  TCCACACTGAGAGCAGCAGTTACTGCTTCCTGATTTGCCTTTAATTGTTTTGTTTTCCTT 
   841  ATGAGATGAATAAACGTTTTGTTTTAAAAAAAAAAAANAAAAAA 
 
Abbildung 99: Dargestellt ist die cDNA-Teilsequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von MyxSpn4  
Das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind gekennzeichnet. 
 
 
8.8.6 Maximum-Likelihood- und Maximum-Parsimony-Stammbäume der     
Gruppe 3 
       A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                      ANHANG 
251 
 
               B 
 
Abbildung 100: Stammbäume der Gruppe 3 der Maximum-Likelihood- und der Maximum-Parsimony-
Methode 
Beide Bäume zeigen die klare Bildung der Klassen E und I. (A) Im Maximum-Likelihood-Stammbaum befinden 
sich die Sequenzen aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) und den Schleimaalen (Eptatretus burgeri, 
Myxine glutinosa) innerhalb der Sequenzen der Klasse E, aber nicht wie beim Neighbor-Joining-Stammbaum in 
der Gruppe der SerpinE3-Sequenzen, sondern bilden eine eigene Gruppe als Schwestergruppe zu den 
Mitgliedern der Klasse E-Sequenzen. Auffällig ist auch die Position der PN-1-Sequenz aus Chiloscyllium 
punctatum, die zwar den Ast mit den übrigen PN-1-Sequenzen teilt, aber sich früh abspaltet. (B) Der 
Unterschied im Maximum-Parsimony-Stammbaum ist die Position der Rundmäulersequenzen. Diese sind in 
diesem Stammbaum in die Gruppe der Klasse I-Serpine intergiert, innerhalb der sie einen eigenen Ast besitzen. 
Sequenzen aus der EST-Datenbank sowie Teilsequenzen (*) sind gekennzeichnet. An den Knoten sind die 
Bootstrap-Werte in Prozent für 1000 Pseudoreplikate angegeben. Die Stammbäume wurden mit der Sequenz 
für das humane α1-Antitrypsin gewurzelt. Die zugehörigen Zugangsnummern sind Tabelle 56 zu entnehmen. 
 
 
8.9 Gruppe 4 
Tabelle 57: Sequenzen für die phylogenetische Analyse von Gruppe 4 
Serpin Zugangsnummer 
F1 (Homo sapiens) NP_002606 
F1 (Mus musculus) NP_035470 
F1 (Bos taurus) NP_776565 
F1 (Equus caballus) NP_001137426 
F1 (Canis lupus familiars) NP_001071056 
F1 (Chelonia mydas) EMP37826 
F1 (Columba livia) XP_00550267 
F1 (Xenopus laevis) NP_001085983 
F1 (Xenopus (Silurana) tropicalis) NP_989086 
F1 (Danio rerio) NP_001004539 
F1 (Salmon salar) NP_001133806 
F1 (Paralichthys olivaceus) AAZ22324 
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Fortsetzung Tabelle 57: Sequenzen für die phylogenetische Analyse von Gruppe 4 
Serpin Zugangsnummer 
F1 (Oreochromis niloticus) XP_003457710 
F1 (Oryzias latipes) XP_004076709 
F1 (Takifugu rubripes) XP_003975968 
F1 (Callorhinchus milii) AFM90033 
F2 (Homo sapiens) AAH31592 
F2 (Mus musculus) NP_032904 
F2 (Oryctolagus cuniculus) NP_001076210 
F2 (Canis lupus familiaris) XP_003435253 
F2 (Bos taurus) NP_777095 
F2 (Equus caballus) XP_001504386 
F2 (Gallus gallus) XP_003642447 
F2 (Meleagris gallopavo) XP_003211798 
F2 (Xenopus (Silurana) tropicalis) XP_002937193 
F2 (Danio rerio) XP_688797 
F2 (Oncorhynchus mykiss) NP_001185743 
F2 (Oreochromis niloticus) XP_003457732 
F2 (Gasterosteus aculeatus) ENSGACP00000014384 
F2 (Takifugu rubripes) XP_003975967 
F2 (Tetraodon nigriviridis) CAF97354 
F2 (Chiloscyllium plagiosum) GE329094 
G1 (Homo sapiens) CAA30314 
G1 (Mus musculus) NP_033906 
G1 (Chelonia mydas) EMP27657 
G1 (Danio rerio) NP_001116757 
G1 (Oncorhynchus mykiss) NP_001117851 
G1 (Oreochromis niloticus) AEF58503 
G1 (Oplegnathus fasciatus) AFO64913 
G1 (Larimichthys crocea) ACS83543 
G1 (Leucoraja erinacea) DT726776 
Lampetra fluviatilis SpnV4_1 CAX18777 
Lampetra fluviatilis SpnV4_2 p347 interne Plasmidliste 
Petromyzon marinus SpnV4_1 ENSPMAP00000008943 
Petromyzon marinus SpnV4_2 AAC63406 
Petromyzon marinusF1-ähnlich ENSPMAP00000003265 
Eptatretus burgeri* SpnV4_2 FY413807 
Eptatretus burgeri* SpnV4_3 FY414314 
Eptatretus burgeri* F1-ähnlich FY411970 
Eptatretus burgeri* SpnV4_1 FY413328 
A1 (Homo sapiens) NP_001121179 
Mit * sind Teilsequenzen gekennzeichnet. 
 
 
SpnV4_2-cDNA-Sequenz aus dem Flussneunauge (Lampetra fluviatilis; p347 interne 
Plasmidliste): 
     1   M  A  R  L  S  P  L  F  V  S  L  L  I  A  I  L  S  L  G  V  
     1  ATGGCTCGCCTTTCCCCTCTCTTCGTCTCACTCCTCATCGCCATTCTCTCCCTGGGAGTC 
 
    21   A  D  H  H  G  R  T  K  P  A  A  P  P  I  S  V  K  P  G  A  
    61  GCGGACCATCACGGACGCACAAAGCCGGCCGCCCCTCCCATCTCGGTGAAGCCGGGTGCC 
 
    41   P  P  V  S  A  K  S  D  I  S  P  F  T  V  S  R  L  A  G  S  
   121  CCTCCCGTCTCGGCGAAGTCGGACATCTCTCCGTTCACGGTGTCTCGCCTCGCGGGTTCC 
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    61   Q  G  D  L  G  F  Q  L  F  H  K  L  G  E  A  S  P  G  Q  N  
   181  CAGGGGGACCTGGGCTTCCAACTCTTCCACAAACTGGGCGAGGCCTCACCGGGCCAGAAT 
 
    81   V  F  F  S  P  L  T  T  S  A  A  L  M  M  L  L  A  G  T  A  
   241  GTCTTCTTCTCGCCTCTCACCACCTCTGCAGCGCTGATGATGCTCCTAGCCGGCACGGCC 
 
   101   H  Q  T  E  T  Q  L  T  N  A  L  R  L  Q  F  L  R  D  P  N  
   301  CATCAGACAGAGACTCAGCTCACCAACGCCCTGCGTCTCCAATTCCTCCGTGACCCGAAT 
 
   121   P  Q  A  S  F  Q  A  L  I  S  K  L  Q  H  G  H  H  S  T  N  
   361  CCCCAGGCCTCTTTCCAAGCCCTGATTTCCAAACTGCAACATGGCCACCACAGCACCAAC 
 
   141   I  A  A  R  I  F  T  A  K  D  A  K  I  K  Q  Q  F  L  D  A  
   421  ATCGCTGCCCGCATCTTCACCGCCAAAGATGCCAAAATCAAGCAGCAATTTCTCGACGCG 
 
   161   V  E  K  Y  H  K  A  K  P  Q  N  L  I  G  N  M  K  E  D  V  
   481  GTGGAGAAATACCACAAAGCCAAACCGCAGAACTTGATCGGGAACATGAAGGAAGACGTG 
 
   181   A  L  I  N  K  W  V  A  E  K  T  E  G  H  I  P  D  F  I  K  
   541  GCACTGATAAATAAGTGGGTGGCCGAAAAGACGGAAGGACACATCCCAGACTTCATCAAA 
 
   201   E  L  P  A  D  L  Q  L  F  I  V  S  A  I  F  F  K  G  K  W  
   601  GAGCTTCCCGCCGATCTGCAGCTCTTTATTGTGAGCGCCATTTTCTTCAAGGGTAAGTGG 
 
   221   L  K  P  F  Q  V  E  S  T  S  P  R  P  F  H  L  S  P  T  N  
   661  CTGAAACCCTTCCAGGTTGAGTCTACGAGTCCGAGGCCGTTCCACCTGAGTCCAACCAAC 
 
   241   E  T  Q  V  P  T  M  F  A  R  G  Y  P  V  K  K  G  R  H  P  
   721  GAGACGCAGGTCCCCACGATGTTTGCCAGGGGTTACCCCGTGAAGAAGGGGAGACACCCC 
 
   261   S  L  P  V  T  V  A  Q  I  Q  F  Q  G  N  T  S  L  L  L  F  
   781  AGCCTGCCAGTCACGGTCGCCCAAATCCAGTTCCAGGGCAACACGAGTCTGCTGCTGTTC 
 
   281   V  P  D  A  V  S  T  N  L  S  T  L  E  S  S  L  S  S  Q  L  
   841  GTCCCTGACGCGGTGAGCACGAACCTGTCCACGCTGGAGTCGTCGCTGTCCTCCCAGCTC 
 
   301   V  T  T  L  V  E  E  T  L  V  Q  K  K  I  N  L  Q  L  P  L  
   901  GTGACCACGCTGGTGGAGGAGACGCTGGTGCAGAAGAAGATCAACTTGCAGCTGCCGCTC 
 
   321   I  S  L  D  V  E  S  D  L  K  Q  T  L  T  D  I  G  L  G  D  
   961  ATCTCCTTGGACGTCGAGAGCGACCTCAAGCAGACGCTGACGGACATCGGTCTTGGAGAT 
 
   341   L  F  T  A  P  D  L  S  K  I  S  D  S  P  L  R  V  S  K  V  
  1021  CTCTTCACGGCTCCGGACCTCAGCAAGATCTCGGACTCTCCTCTCCGTGTCTCCAAGGTC 
 
   361   I  H  R  A  T  M  T  L  N  E  E  G  V  K  A  A  A  A  T  G  
  1081  ATCCACCGTGCCACCATGACCCTCAACGAGGAGGGAGTCAAGGCAGCGGCCGCCACGGGG 
 
   381   I  M  I  N  L  M  S  V  R  F  P  E  E  L  K  V  D  R  P  F  
  1141  ATTATGATCAATCTCATGTCCGTCCGGTTTCCCGAGGAGCTGAAGGTGGACAGACCGTTC 
 
   401   V  F  L  I  R  D  D  E  T  G  A  L  L  F  A  G  R  V  T  N  
  1201  GTCTTCCTCATCAGAGACGACGAGACGGGCGCTCTGCTCTTCGCAGGAAGGGTCACGAAC 
 
   421   P  P  P  V  S  E  K  K  K  K  H  E  D  T  S  S  S  E  E  H  
  1261  CCCCCTCCCGTGTCCGAGAAGAAGAAGAAACACGAGGATACCTCCTCATCCGAGGAGCAT 
 
   441   G  K  E  G  K  H  G  K  K  E  G  K  K  H  H  H  -  
  1321  GGCAAGGAGGGAAAGCACGGGAAGAAGGAGGGAAAGAAGCATCATCATTAG 
 
Abbildung 100: cDNA-Sequenz SpnV4_2 aus Lampetra fluviatilis 
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8.9.1 Isolierte c-DNA-Sequenz von α2-Antiplasmin aus  Chiloscyllium punctatum 
     1  AAACCTTCCTTCACTTTGGGGTTTTGCCGTGAGCACTGGGAGAGGCAGTGAATACTGAGA 
 
     1                     M  N  T  W  I  F  L  P  L  M  L  F  S  I  
    61  GTTCCATCATTTTCCAGGATGAACACATGGATCTTCCTCCCCCTGATGCTGTTTTCCATC 
 
    15   R  P  S  T  T  T  N  V  T  D  K  L  D  K  E  K  T  Q  T  E  
   121  AGACCCAGCACAACAACGAATGTCACAGATAAACTGGACAAGGAAAAAACTCAGACTGAG 
 
    35   I  D  V  L  L  A  T  E  H  P  V  T  H  Q  A  V  R  E  H  P  
   181  ATAGATGTGTTGTTGGCTACAGAGCACCCAGTCACCCACCAAGCTGTGAGGGAGCACCCA 
 
    55   S  G  S  L  T  P  G  E  A  S  V  T  G  T  P  P  S  L  T  E  
   241  TCAGGGTCACTGACACCTGGAGAGGCCTCGGTGACTGGAACGCCTCCCAGTCTGACTGAA 
 
    75   S  P  R  P  D  L  L  H  P  V  A  A  V  P  T  C  Q  K  A  Q  
   301  TCTCCAAGGCCTGATCTACTCCATCCTGTGGCTGCAGTACCAACGTGCCAAAAGGCTCAG 
 
    95   A  P  D  G  L  Q  L  L  G  E  A  I  S  K  F  G  L  E  L  F  
   361  GCACCAGACGGCCTACAGCTTTTGGGAGAGGCCATCTCCAAGTTTGGCTTGGAACTGTTC 
 
   115   K  E  I  L  Q  E  T  S  K  P  N  V  I  I  S  P  L  S  I  A  
   421  AAGGAGATTTTACAGGAAACCAGCAAACCCAACGTTATCATTTCCCCACTGAGCATCGCA 
 
   135   L  G  L  A  Q  L  S  L  G  A  V  N  E  T  E  K  Q  I  Q  R  
   481  CTGGGACTCGCTCAACTTAGCCTGGGTGCTGTGAACGAGACAGAGAAACAAATTCAAAGA 
 
   155   S  L  H  F  L  L  L  N  C  S  H  C  T  L  C  S  S  V  E  S  
   541  TCCCTGCACTTCCTGTTGCTGAACTGCTCCCACTGCACTCTGTGCTCCAGCGTGGAGAGT 
 
   175   F  R  K  S  V  L  T  V  A  S  S  I  Y  F  Q  K  G  I  Q  I  
   601  TTCCGCAAATCCGTCCTGACTGTCGCATCCTCCATCTACTTCCAGAAAGGAATTCAGATT 
 
   195   N  Q  E  F  I  K  D  S  M  R  F  Y  S  S  K  P  Q  L  L  T  
   661  AATCAGGAGTTCATCAAAGATTCAATGAGATTTTACAGTTCTAAACCGCAGCTGCTGACT 
 
   215   G  I  N  A  K  D  T  N  A  I  N  S  W  V  Q  E  K  T  G  G  
   721  GGGATAAATGCAAAGGACACAAACGCTATTAACTCATGGGTGCAAGAAAAAACAGGCGGG 
 
   235   K  I  K  T  F  F  N  E  V  P  R  N  I  V  L  L  L  L  N  A  
   781  AAAATTAAAACGTTCTTCAATGAGGTTCCACGCAACATTGTTCTGCTGTTGCTGAATGCC 
 
   255   I  H  F  K  G  L  W  Q  V  Q  F  D  P  L  A  T  A  S  D  V  
   841  ATCCATTTCAAAGGGTTATGGCAAGTTCAGTTTGATCCTCTCGCAACCGCCAGTGATGTC 
 
   275   F  Y  K  E  D  G  S  S  V  Q  V  A  M  M  Q  H  P  K  Y  P  
   901  TTCTACAAGGAGGATGGGAGTTCTGTCCAGGTGGCGATGATGCAGCATCCCAAATACCCC 
 
   295   I  S  S  F  H  D  D  D  L  Q  I  E  V  A  R  L  S  F  K  Q  
   961  ATCAGTAGTTTCCATGATGATGATCTTCAGATTGAGGTTGCCAGATTATCCTTCAAACAG 
 
   315   N  M  G  F  I  V  V  K  P  M  G  T  G  K  L  D  S  I  V  S  
  1021  AACATGGGCTTTATTGTTGTGAAACCAATGGGGACTGGAAAACTCGACAGCATTGTGTCC 
 
   335   R  L  N  I  S  D  L  L  A  H  N  F  K  T  R  P  M  P  V  Q  
  1081  AGACTGAACATCTCAGATCTACTGGCCCACAACTTCAAGACTCGTCCAATGCCAGTCCAA 
 
   355   I  P  K  L  N  I  N  F  D  V  E  L  N  K  A  L  K  N  L  G  
  1141  ATCCCAAAACTCAACATCAACTTTGATGTCGAACTAAACAAAGCCTTGAAGAACCTTGGC 
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   375   L  G  K  L  F  S  N  P  D  L  R  R  I  S  P  M  P  L  L  V  
  1201  CTGGGCAAGCTGTTCTCGAACCCTGACCTGCGCAGGATCTCACCCATGCCCCTGCTTGTG 
 
   395   S  S  I  Q  H  K  A  M  M  E  L  K  E  E  G  V  Q  A  A  A  
  1261  TCCAGTATTCAGCACAAGGCGATGATGGAGCTGAAGGAGGAGGGAGTACAGGCTGCTGCT 
 
   415   S  T  G  I  A  V  N  R  S  F  M  K  W  T  I  N  R  P  F  F  
  1321  AGTACAGGCATTGCTGTGAACCGCTCCTTCATGAAGTGGACCATCAATCGACCATTCTTC 
 
   435   F  I  I  R  D  D  I  S  G  I  P  I  F  L  G  T  I  K  D  P  
  1381  TTCATCATCCGCGATGACATCTCTGGAATCCCCATCTTCCTGGGGACCATCAAAGACCCA 
 
   455   K  P  Q  I  Q  A  G  T  R  E  K  L  V  V  N  L  E  R  I  R  
  1441  AAACCACAAATTCAGGCTGGAACCCGGGAGAAATTGGTGGTGAATCTTGAGAGAATAAGG 
 
   475   R  V  K  E  M  M  N  P  K  -    
  1501  AGGGTCAAAGAGATGATGAATCCCAAATAGGATCTCAGCTGGGATCTTTTGGCAGCATCT 
  1561  GATGTCATTCTGATCTGGTGACATCCAGGTTGGAGTTTTTTTTAAAACCAAATGAATAAA 
  1621  CCAATAATTGCACCACCTCAAAAAAAAAAAAAAAAA      
 
Abbildung 101: Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von 
α2-Antiplasmin aus Chiloscyllium punctatum 
Die Kozak-Sequenz (rot), das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind 
gekennzeichnet. 
 
 
Sequenz des Cpα2AP-Fusionsproteins 
     1   M  L  R  R  A  L  L  C  L  A  V  A  A  L  V  S  A  D  A  Y  
     1  ATGCTGAGGCGGGCTCTCTTGTGCCTGGCCGTGGCAGCCCTTGTCAGCGCTGACGCCTAC 
 
    21   P  Y  D  V  P  D  Y  A  G  T  T  N  V  T  D  K  L  D  K  E  
    61  CCCTATGATGTTCCTGACTACGCAGGTACCACGAATGTCACAGATAAACTGGACAAGGAA 
 
    41   K  T  Q  T  E  I  D  V  L  L  A  T  E  H  P  V  T  H  Q  A  
   121  AAAACTCAGACTGAGATAGATGTGTTGTTGGCTACAGAGCACCCAGTCACCCACCAAGCT 
 
    61   V  R  E  H  P  S  G  S  L  T  P  G  E  A  S  V  T  G  T  P  
   181  GTGAGGGAGCACCCATCAGGGTCACTGACACCTGGAGAGGCCTCGGTGACTGGAACGCCT 
 
    81   P  S  L  T  E  S  P  R  P  D  L  L  H  P  V  A  A  V  P  T  
   241  CCCAGTCTGACTGAATCTCCAAGGCCTGATCTACTCCATCCTGTGGCTGCAGTACCAACG 
 
   101   C  Q  K  A  Q  A  P  D  G  L  Q  L  L  G  E  A  I  S  K  F  
   301  TGCCAAAAGGCTCAGGCACCAGACGGCCTACAGCTTTTGGGAGAGGCCATCTCCAAGTTT 
 
   121   G  L  E  L  F  K  E  I  L  Q  E  T  S  K  P  N  V  I  I  S  
   361  GGCTTGGAACTGTTCAAGGAGATTTTACAGGAAACCAGCAAACCCAACGTTATCATTTCC 
 
   141   P  L  S  I  A  L  G  L  A  Q  L  S  L  G  A  V  N  E  T  E  
   421  CCACTGAGCATCGCACTGGGACTCGCTCAACTTAGCCTGGGTGCTGTGAACGAGACAGAG 
 
   161   K  Q  I  Q  R  S  L  H  F  L  L  L  N  C  S  H  C  T  L  C  
   481  AAACAAATTCAAAGATCCCTGCACTTCCTGTTGCTGAACTGCTCCCACTGCACTCTGTGC 
 
   181   S  S  V  E  S  F  R  K  S  V  L  T  V  A  S  S  I  Y  F  Q  
   541  TCCAGCGTGGAGAGTTTCCGCAAATCCGTCCTGACTGTCGCATCCTCCATCTACTTCCAG 
 
   201   K  G  I  Q  I  N  Q  E  F  I  K  D  S  M  R  F  Y  S  S  K  
   601  AAAGGAATTCAGATTAATCAGGAGTTCATCAAAGATTCAATGAGATTTTACAGTTCTAAA 
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   221   P  Q  L  L  T  G  I  N  A  K  D  T  N  A  I  N  S  W  V  Q  
   661  CCGCAGCTGCTGACTGGGATAAATGCAAAGGACACAAACGCTATTAACTCATGGGTGCAA 
 
   241   E  K  T  G  G  K  I  K  T  F  F  N  E  V  P  R  N  I  V  L  
   721  GAAAAAACAGGCGGGAAAATTAAAACGTTCTTCAATGAGGTTCCACGCAACATTGTTCTG 
 
   261   L  L  L  N  A  I  H  F  K  G  L  W  Q  V  Q  F  D  P  L  A  
   781  CTGTTGCTGAATGCCATCCATTTCAAAGGGTTATGGCAAGTTCAGTTTGATCCTCTCGCA 
 
   281   T  A  S  D  V  F  Y  K  E  D  G  S  S  V  Q  V  A  M  M  Q  
   841  ACCGCCAGTGATGTCTTCTACAAGGAGGATGGGAGTTCTGTCCAGGTGGCGATGATGCAG 
 
   301   H  P  K  Y  P  I  S  S  F  H  D  D  D  L  Q  I  E  V  A  R  
   901  CATCCCAAATACCCCATCAGTAGTTTCCATGATGATGATCTTCAGATTGAGGTTGCCAGA 
 
   321   L  S  F  K  Q  N  M  G  F  I  V  V  K  P  M  G  T  G  K  L  
   961  TTATCCTTCAAACAGAACATGGGCTTTATTGTTGTGAAACCAATGGGGACTGGAAAACTC 
 
   341   D  S  I  V  S  R  L  N  I  S  D  L  L  A  H  N  F  K  T  R  
  1021  GACAGCATTGTGTCCAGACTGAACATCTCAGATCTACTGGCCCACAACTTCAAGACTCGT 
 
   361   P  M  P  V  Q  I  P  K  L  N  I  N  F  D  V  E  L  N  K  A  
  1081  CCAATGCCAGTCCAAATCCCAAAACTCAACATCAACTTTGATGTCGAACTAAACAAAGCC 
 
   381   L  K  N  L  G  L  G  K  L  F  S  N  P  D  L  R  R  I  S  P  
  1141  TTGAAGAACCTTGGCCTGGGCAAGCTGTTCTCGAACCCTGACCTGCGCAGGATCTCACCC 
 
   401   M  P  L  L  V  S  S  I  Q  H  K  A  M  M  E  L  K  E  E  G  
  1201  ATGCCCCTGCTTGTGTCCAGTATTCAGCACAAGGCGATGATGGAGCTGAAGGAGGAGGGA 
 
   421   V  Q  A  A  A  S  T  G  I  A  V  N  R  S  F  M  K  W  T  I  
  1261  GTACAGGCTGCTGCTAGTACAGGCATTGCTGTGAACCGCTCCTTCATGAAGTGGACCATC 
 
   441   N  R  P  F  F  F  I  I  R  D  D  I  S  G  I  P  I  F  L  G  
  1321  AATCGACCATTCTTCTTCATCATCCGCGATGACATCTCTGGAATCCCCATCTTCCTGGGG 
 
   461   T  I  K  D  P  K  P  Q  I  Q  A  G  T  R  E  K  L  V  V  N  
  1381  ACCATCAAAGACCCAAAACCACAAATTCAGGCTGGAACCCGGGAGAAATTGGTGGTGAAT 
 
   481   L  E  R  I  R  R  V  K  E  M  M  N  P  K  -  
  1441  CTTGAGAGAATAAGGAGGGTCAAAGAGATGATGAATCCCAAATAG 
 
Abbildung 102: Sequenz des Cpα2AP-Fusionsproteins 
Die eigene Signalsequenz wurde durch die humane Signalsequenz von PDI ersetzt (grün) gefolgt von einem 
Hämagglutinin-Tag (lila). Für die Klonierung im richtigen Leserahmen wurde die Restriktionsschnittstelle KpnI 
(grau) genutzt.  
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8.9.2 Alignment von α2-Antiplasmin-Sequenzen 
                                                                                            N-Gly. 
                                                                                          ↓ 
M_musculus        --MALLRGLLVLSLSCLQGPCFT-FSP--VSAVDLPGQ-------QPVSEQAQQ-----K  43 
H_sapiens         --MVLLWGLLVLSWSCLQGPCSV-FSP--VSAMEPLGR-------QLTSGPNQE-----Q  43 
B_taurus          --MALLWGLLALILSCLSSLCSAQFSP--VSTMEPLDL-------QLMDGQAQQ-----K  44 
E_caballus        --MALLPGLLVLSLSCLQGPCSA-FSS--ASAMEHFGQ-------QVISGLSQE-----K  43 
X_tropicalis      MGRLLLLGLIALSGIACSSAQNTEVPHDANTEDDHVTT------QNYETTD--TTT---V  49 
G_gallus          --MVLLWGLLLLSLSALHSHPRLPLAH--AVEQQHLSSDKAVDLKNLKSGGDEESALPEA  56 
M_gallopavo       --MVLLWGLLLLSLSVLHSHPTLPLAQ--AVEQQHLSSDKAVDLKNLKNGGDEESALPGA  56 
T_rubripes        ---MNLHHLLLLLCLCCPGLTEEPTPGV--------------------------------  25 
O_mykiss          --MVLYLAVLLLLCLCRQGLTDETGM----------------------------------  24 
D_rerio           --MKHYLLVLILPFSFNFGLLASN------------------------------------  22 
G_aculeatus       ---MDLRLTLLLIGLCSQGVTNAELAVKD--------S------------------VP-L  30 
C_punctatum       --MNTWIFLPLMLFSIRPSTTTNVTDKLD--------K--------------EKTQTEID  36 
H_sapiensA1AT     MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLAED----------------------------------  26 
 
 
M_musculus        LPLPALF-----------------------------------------------------  50 
H_sapiens         VSPLTLL-----------------------------------------------------  50 
B_taurus          LPPLSLL-----------------------------------------------------  51 
E_caballus        ISPLLLL-----------------------------------------------------  50 
X_tropicalis      TTSAPENSTSDTWEELHPHKTTACPTNDFETTTSSDNLGSDVQLEQGAEDKGEVGPDGGE 109 
G_gallus          IPTLLDAKLADTWETYGTTP----------------------SISTSAET----------  84 
M_gallopavo       IPSLPNAKLADTWEIYGTSP----------------------SISTSDET----------  84 
T_rubripes        ------------TNA---------------------------------------------  28 
O_mykiss          ------------------------------------------------------------  24 
D_rerio           ------------------------------------------------------------  22 
G_aculeatus       IPLMPSHPVEKVENGSAAQP------------------------------------S---  51 
C_punctatum       VLLATEHPVTHQ--AVREHP------------------------------------S---  55 
H_sapiensA1AT     ------------------------------------------------------------  26 
 
 
M_musculus        ------------------------------------------------------------  50 
H_sapiens         ------------------------------------------------------------  50 
B_taurus          ------------------------------------------------------------  51 
E_caballus        ------------------------------------------------------------  50 
X_tropicalis      AGPDEGEAGPDEGEAGPDEGEAGPDEGIAGPDEGKAEPDEGIAGPDEGIAGPDEGKAEPD 169 
G_gallus          ---------------------------------------------------------EEE  87 
M_gallopavo       ---------------------------------------------------------GDD  87 
T_rubripes        ------------------------------------------------------------  28 
O_mykiss          ------------------------------------------------------------  24 
D_rerio           ------------------------------------------------------------  22 
G_aculeatus       ---------------------------------AAN---------------------T--  55 
C_punctatum       ---------------------------------GSL---------------------T--  59 
H_sapiensA1AT     ------------------------------------------------------------  26 
  
 
M_musculus        ----------------------------KLDNQDFGDHATLKRSPG---HCKSVPTAEET  79 
H_sapiens         ----------------------------KLGNQEPGGQTALKSPPG---VCSRDPTPEQT  79 
B_taurus          ----------------------------KLDNQEPGGQIAPKKAPE---DCKLSPTPEQT  80 
E_caballus        ----------------------------KLGNQEPGGQAALKKAPE---DCKKAPTPEQT  79 
X_tropicalis      EGPDEGKEEGPDEGKERPDKLKEGVDEEHSGEVDPSKLVLDDNNEVEQESCDENASLEEM 229 
G_gallus          ESPGD--------------KATAG--AVSCHEQEPSGKTLSSEEEGEGEEESCDITWKKS 131 
M_gallopavo       ESPGN--------------KATAG--AGRCHEQEPFGETLSSEEEGEDEEESCDITWKKS 131 
T_rubripes        -------------------------------SV-PV--SDEEDTTEAHNCRTQLVSTEEQ  54 
O_mykiss          ------------------------------------------VAPEDHSCGEQVFRQEAW  42 
D_rerio           ------------------------------------------ETGDAKEKCNDVLGLESQ  40 
G_aculeatus       --PEA---TL------LAP---------AITNK-PD--GSSSEGDREDNCPSLGRSQESR  92 
C_punctatum       --PGEASVTG------TPP---------SLTES-PR--PDLLHPVAAVPTCQKAQAPDGL  99 
H_sapiensA1AT     ----------------------------------PQGDAAQK-----TDTSHHDQDHPTF  47 
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                                                                                                                                                    N-Gly. 
                                                                                                                                             ↓ 
M_musculus        RRLAQAMMAFTTDLFSLVAQTSTSSNLVLSPLSVALALSHLALGAQNQTLHSLHRVLHMN 139 
H_sapiens         HRLARAMMAFTADLFSLVAQTSTCPNLILSPLSVALALSHLALGAQNHTLQRLQQVLHAG 139 
B_taurus          RRLARAMMTFTTDLFSLVAQSSTRPNLILSPLSVALALSHLALGAQNQTLQRLKEVLHAD 140 
E_caballus        HRLAQAMMAFSTDLFSLVAQRSSSPNLILSPLSVALALSHLTLGAQNQTLQRLLQVLHAD 139 
X_tropicalis      RKFSQAITFFSIDLLKEIDPESKKPSVVMSPFSIALGLLQLSLGAGKEMQNKLMETLHVE 289 
G_gallus          QKLANGLMRFSTDLLREVQQESNGNNVILSPLSIALALSNLALGAANQTEKRLLEAMHLE 191 
M_gallopavo       QRLANGLMRFSIDLLREVQQESNRNNVILSPLSIALALSNLALGAANQTEKHLLEVMHLE 191 
T_rubripes        RSLGGAIEQLGLQLLENLPIVSQQPNVILSPLSVALALAHLTLGAHNETENLLLKALHAH 114 
O_mykiss          RSVGGAIERLGRQLLDSLQAGPEQPNVIISPLSVALALAQLSLGAHNETQKLLLSSLHAH 102 
D_rerio           RAVGAAVAKLGLTLLEKLQPGSEQPNIIISPLSVSLALAELALGARNNTEEKLLEVLHAK 100 
G_aculeatus       DAIAAAVQRLGVQLLQNLETTPEQPNVIISPLSISVALSQLALGAVNETEELLMHHLHEN 152 
C_punctatum       QLLGEAISKFGLELFKEILQETSKPNVIISPLSIALGLAQLSLGAVNETEKQIQRSLHFL 159 
H_sapiensA1AT     NKITPNLAEFAFSLYRQLAHQSNSTNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFN 107 
                                                           α-Helix A                             s6B         α-Helix B                     α-Helix C 
 
                                            N-Gly. 
                                           ↓  
M_musculus        TGSC--------LPHLLSHFYQNLGPGTIRLAARIYLQKGFPIKDDFLEQSERLFGAKPV 191 
H_sapiens         SGPC--------LPHLLSRLCQDLGPGAFRLAARMYLQKGFPIKEDFLEQSEQLFGAKPV 191 
B_taurus          SGPC--------LPHLLSRLCQDLGPGAFRLAARMYLQKGFPIKEDFLEQSEQLFGAKPM 192 
E_caballus        SGPC--------LPHLLSRLCQDLGSGAFRLAARMYLKKGLPIKEDFLEQSEQLFGAKPM 191 
X_tropicalis      SLHC--------LHNKLKTVRKELSKSILRTATRIYLKKGFQIKDSFLKSSEKWYGSKPL 341 
G_gallus          SVPC--------LHHMLSSLRRRLAGATLSLASRVYLQKGYEVKEEFLEESEKFYGAKPV 243 
M_gallopavo       SVPC--------LHHMLSSLRRRLAGATLSLASRVYLQKGSEVKEKFLEESEIFYGAKPV 243 
T_rubripes        NLPC--------YHHILGGLLAHFKNTSLEVATRMYLRPGSEIKRSFVEESLARYQSRPV 166 
O_mykiss          TVPC--------YHHTLGSLLQHLTNTSLQVATRMYLRPEFEVYQSFIAESLRRYRSEPA 154 
D_rerio           ELPH--------FHETLSCLQEHLTAKAVKMASRLYLVPGYTVNPDFVDRALNLYKSESA 152 
G_aculeatus       TLPC--------YHQSLHNVLAQLRDNELQIATRIFLRQGFKPKQNFVDESKRLYDSEPA 204 
C_punctatum       LLNC--------SHCTLCSSVESFRKSVLTVASSIYFQKGIQINQEFIKDSMRFYSSKPQ 211 
H_sapiensA1AT     LTEIPEAQIHEGFQELLRTLNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAF 167 
                                                                            α-Helix D                        s2A                            α-Helix E 
 
M_musculus        KLT-GKQEEDLANINQWVKEATEGKIEDFLSELPDSTVLLLLNAIHFHGFWRTKFDPSLT 250 
H_sapiens         SLT-GKQEDDLANINQWVKEATEGKIQEFLSGLPEDTVLLLLNAIHFQGFWRNKFDPSLT 250 
B_taurus          SLT-GMKGEDLANINRWVKEATEGKIEDFLSDLPDDTVLLLLNAIHFQGFWRSKFDPNLT 251 
E_caballus        SLM-GRKEDDLANINQWVKEATEGKIENFLSELPVDTVLLLLNAIHFQGFWRSKFDPSLT 250 
X_tropicalis      HLG-GSKKKNLESINKWVKDITEGQIPHFLSDLPQDVLLILLNAMHFKGVWKNTFDPSLT 400 
G_gallus          TLS-GSSEDDLTAINKWVKEATNGQIPTFLQQLPGDTVMLLLNAIHFHGFWRNKFDASFT 302 
M_gallopavo       TLS-GSSENDLTAINKWVKEATNGQIPTFLQQLPGDTVMLLLNAIHFHGFWRNKFDASFT 302 
T_rubripes        PLV-SV-----EEVNQWVENATNGHISNFLERIPHGVVLMLMNAVYFKGEWQTRFDPLET 220 
O_mykiss          PLI-SV-----EEVNRWVEEATKGHMTNFLPSIPHDMVLMLINAVHFKGEWEARFDPQLT 208 
D_rerio           QLT-SI-----EDVNRWVEETTNGQITNFMSSLPPNVVLMLINAIHFKGEWQSRFNSKYT 206 
G_aculeatus       VFE-TL-----HQINDWVENATNGKVTDFLPALPPNLLLMLINAVNFKGEWKARFDPRFT 258 
C_punctatum       LLT-GINAKDTNAINSWVQEKTGGKIKTFFNEVPRNIVLLLLNAIHFKGLWQVQFDPLAT 270 
H_sapiensA1AT     TVNFGDTEEAKKQINDYVEKGTQGKIVDLVKELDRDTVFALVNYIFFKGKWERPFEVKDT 227 
                                          s1A                  α-Helix F                                                                   s3A 
 
M_musculus        QKDFFHLDERFTVSVDMMHAVSYPLRWFLLEQPEIQVAHFPFKNNMSFVVVMPTYFEWNV 310 
H_sapiens         QRDSFHLDEQFTVPVEMMQARTYPLRWFLLEQPEIQVAHFPFKNNMSFVVLVPTHFEWNV 310 
B_taurus          QRGAFHLDEQFTVPVDMMQALTYPLHWFLLEQPEIQVAHFPFKNNMSFVVLMPTRFEWNA 311 
E_caballus        QRDSFHLDEQFTVPVDMMQAHTYPLRWFLLEQPEIQVAHFPFKNNMSFVVIVPTHFKWNV 310 
X_tropicalis      SEDSFYINDDMSVPVEMMSAQKYPFSWFFLESIESQVAKFQFKGNMSFVVLMPYSSTWNL 460 
G_gallus          APDAFHLSDDFVVSVEMMKAQRYPLSWFTLESQDIQVAKFPFKGNMSFVVIVPNQYTWNT 362 
M_gallopavo       APDAFHLDDDFVVSVEMMKAQRYPLSWFTLESQDIQVAKFPFKGNMSFVVIVPNQYIWNT 362 
T_rubripes        SKGVFYLDNKNSVSVDMMKSFQYPFRLLHDPELKSQVASFAFKGNTSFLVVMPLPGSGNV 280 
O_mykiss          QKGEFYLDNKNFVHVDMMRSAKYPLSLLEDGELGAQVARFPFKGNTSFLVVMPLPGRGNV 268 
D_rerio           KENIFHIDRKTSVKVDMMMGSQYPLSMFVDRTDGTQVARLPFRGNMSLLVIMPRLQHENL 266 
G_aculeatus       SKGVFYLDNERMVDVEVMEDAKHPLSLFMDNELEAQVASFPFLKSMSLLVVMPTSGQVNV 318 
C_punctatum       ASDVFYKEDGSSVQVAMMQHPKYPISSFHDDDLQIEVARLSFKQNMGFIVVKPM-GTGKL 329 
H_sapiensA1AT     EEEDFHVDQVTTVKVPMMKRLGM-FNIQHCKKLSSWVLLMKYLGNATAIFFLPDEGKL-- 284 
                                                s4C                    s3C                      s1B                      s2B                   s3B 
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                                                         N-Gly. 
                                                      ↓ 
M_musculus        SEVLANLTWD--TLYHPSLQERPTKVWL  PKLHLQQQLDL   VATLSQLGLQELFQG-PDLRG 367 
H_sapiens         SQVLANLSWD--TLHPPLVWERPTKVRL   PKLYLKHQMDL   VATLSQLGLQELFQA-PDLRG 367 
B_taurus          SQVLANLTWD--ILHQPSLSERPTKVQL   PKLHLKYQLDL   VATLSQLGLQELFQA-PDLRG 368 
E_caballus        SEVLANLSWD--ILHQPLLRERPTKVQL   PKLHLKCQLDL   VGTLGQLGLQELFQD-PDLRG 367 
X_tropicalis      SKLLANFSQS--DLYSRFPREKNTNLKM   PKLNLDYKLEL   RNPLTNLGLGQLFTN-PDLSG 517 
G_gallus          SHVLENFPYG--QLCRLFPKEVPTTVKI   PKITLDYQLEL   NSVLSHMGLQELFIS-PNLQK 419 
M_gallopavo       SHVLENFPYG--QLCRLFPKEVPTTVKI   PKLKLDYHLEL   NSVLSHMGLQELFIS-PNLQK 419 
T_rubripes        SSLLPKLNIS--DLYRRLPQEKIMHVSL   PKVKLQYRQEL   QEALTSMGLCSLFSG-PNLSG 337 
O_mykiss          SSLVAKLNIS--DLYRRLPQESTMQVQL   PKFTLQYRQEL   QEALSSMGLGSLFSG-PDLSG 325 
D_rerio           SNVAAKLNIS--DMYARFPRERSMHVTL   PKFKLEYKQDL   RQALTSMGLGFLFTG-PDLSR 323 
G_aculeatus       SSLAAKLNIS--DLYHRLPKERAVQVKV   PKFKLEYAQEL   KDVFIKLGLGDVFSS-PNLAD 375 
C_punctatum       DSIVSRLNIS--DLLAHNFKTRPMPVQI   PKLNINFDVEL   NKALKNLGLGKLFSN-PDLRR 386 
H_sapiensA1AT     QHLENELTHDIITKFLENEDRRSASLHL   PKLSITGTYDL   KSVLGQLGITKVFSNGADLSG 344 
                                         α-Helix G     α-Helix H                  s2C               s6A         α-Helix I 
 
                                                                                                                          N-Gly. 
                                                                                                                    ↓ 
M_musculus        ISE-QNLVVSSVQHQSTMELSEAGVEAAAATSVAMNRMSLSSFT-VNRPFLFFIMEDTIG 425 
H_sapiens         ISE-QSLVVSGVQHQSTLELSEVGVEAAAATSIAMSRMSLSSFS-VNRPFLFFIFEDTTG 425 
B_taurus          ISD-ERLVVSSVQHQSALELSEAGVQAAAATSTAMSRMSLSSFI-VNRPFLFFILEDSTS 426 
E_caballus        ISD-QRLVVSGVQHQSTLELNEAGVEAAAATSVAMSRMSLSSFI-VNRPFLFFVLEDTTS 425 
X_tropicalis      ITN-EALVVSSIQHQSSLELNEEGVEASAVTAVITSR-SHSVYR-INRPFLFFLFEDTMG 574 
G_gallus          ISD-EPLFVSSIQHQSTMELKEDGVEASAATGVMISR-SLSAFS-IDRPFIFILFEEEMG 476 
M_gallopavo       ISD-EPLFVSSIQHQSAMELKEDGVEASAATSVMISR-SLSAFN-LDRPFIFIIFEEEMG 476 
T_rubripes        ISD-YPLRVGSVRHASTVELNEEGVKASAATVVTTLR-SISMFS-VNSPFLFALVDDASL 394 
O_mykiss          ISA-VPLQVSSVRHACGVELSEEGADASAATSVTIMR-SVPIFF-VNSPFLFALVDHTSL 382 
D_rerio           IAP-GPLVVSGVQHASNMELSEEGAEASAATSFTLVR-TISFFS-VNMPFIFALVDDTSY 380 
G_aculeatus       MAD-GPLLVSSVMHKSIMEINEEGAEAAAATTVVISRSSNPVFH-LTKPFFFAVMDDTTQ 433 
C_punctatum       ISP-MPLLVSSIQHKAMMELKEEGVQAAASTGIAVNR-SFMKWT-INRPFFFIIRDDISG 443 
H_sapiensA1AT     VTEEAPLKLSKAVHKAVLTIDEKGTEAAGAMFLEAIPMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTK 404 
                                                                           s5A                    Hinge                              s1C                 s4B 
 
M_musculus        VPLFVGSVRNPNPSALPQLQEQRDSPDNRLIGQNDKADFHGGKTFGPDLKLAPRMEEDYP 485 
H_sapiens         LPLFVGSVRNPNPSAPRELKEQQDSPGNKDFLQSLKGFPRGDKLFGPDLKLVPPMEEDYP 485 
B_taurus          LPLFVGSVRNPNPGAQPERKEQQDSPDGKDSFQDHKGLPRGDKPFDPDLKLGPPSEEDYA 486 
E_caballus        LPLFVGSVRNPNPGAQQERKEQQDSPDEKDFFQSLKAFPRGDKPFGPDLKLEPPSEEDYP 485 
X_tropicalis      IPLFMGHVRNPNPGFQKTGFKDP------------KNFDKGFL----------------- 605 
G_gallus          IPLFIGSVKNPNPSAAPQVKELQDLPDATD-------------------------DNEYT 511 
M_gallopavo       IPLFIGSVKNPNPNAAPQIKELQDLPDATD-------------------------DNEYP 511 
T_rubripes        VPLFMGIVTNPAP-------DNDRMSNDDPLVNGTMSDQPVSVDNKNSNNLFTERAACSA 447 
O_mykiss          APLFLGTVTNPAP-------DTSPMHIDSQLGDDPHGNNTQS-DSTNSNNVQSDGPHSSN 434 
D_rerio           TPLFLGIVTNPNPGAKTEQSDDPKTETESTRKSSKDPMSDGTLNDGPHQNMLSYMLNMWK 440 
G_aculeatus       VPIFMGVINNPNP--------DVPIFKR-EVGSKDLAGFQVDKSYVGSFSGA-------- 476 
C_punctatum       IPIFLGTIKDP--------KP-QIQAGTRE-----KLVVNLERIRRV--KEMMN------ 481 
H_sapiensA1AT     SPLFMGKVVNPTQK---------------------------------------------- 418 
                                                 s5B 
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M_musculus        QFSSPK----------- 491 
H_sapiens         QFGSPK----------- 491 
B_taurus          QPSSPK----------- 492 
E_caballus        QIDSPK----------- 491 
X_tropicalis      ----PK----------- 607 
G_gallus          ---MPK----------- 514 
M_gallopavo       ---MPK----------- 514 
T_rubripes        PTGENMNMD-------- 456 
O_mykiss          NVL-------------- 437 
D_rerio           ETVPQQFLGHQEMEDGN 457 
G_aculeatus       ----PK----------- 478 
C_punctatum       ----PK----------- 483 
H_sapiensA1AT     ----------------- 418 
 
Abbildung 103: Alignment von α2-Antiplasmin-Sequenzen 
Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt. Es zeigt die Extensionen an beiden Termini im Vergleich zu der 
Sequenz des humanen α1-Antitrypsins. Die N-Glykosylierungsstellen der Sequenz aus Chiloscyllium punctatum 
und die Cystein-Reste (blau) sind gekennzeichnet. Im C-Terminus sind einige Lysin-Reste lokalisiert, die für die 
Interaktion mit Plasmin notwendig sind (lila). Die RSL-Sequenzen unterscheiden sich maßgeblich an der 
mutmaßlichen Proteasespaltstelle an der in Säugetieren eine zusätzliche Aminosäure (Methionin) lokalisiert ist. 
Die Zugangsnummern sind in Tabelle 57 aufgelistet. Die Sekundärstrukturelemente beziehen sich auf die 
Kristallstrukturdaten des α2-Antiplasmin der Hausmaus (PDB-ID: 2r9y). 
 
 
8.9.3 Alignment von Pigment Epithelium-Derived Factor-Sequenzen und den 
Sequenzen aus Rundmäulern 
E_burgeriSpnV4_1   MQLFLVHGFVTLLLTA---AVSARAKDSSR-------MQ---VQQLQ----NDDNILQSL  43 
Lfl_SpnV4_1        ----MLPILTLLLLVTS--ATSSRNKHKEH-------------DFPQ----QMVEPTTSF  37 
P_marinusSpnV4_1   ----MLLILTLLLLVTP--ATSSRNKHKEH-------------DYPQ----QMVVPTTSF  37 
Lfl_SpnV4_2        -MARLSPLFVSLLIAILSLGVADHHGRTKP---AAPPISVKPGAPPV----SAKSDISPF  52 
P_marinusSpnV4_2   -MASLSPLFVSLLVTILSLGFADHHGHTKP---GAPPVSA--------------TAISPF  42 
E_burgeriSpnV4_2   -MKLFVFGLTLLL-AGRLEGIENGDTIVNI---GEPPHP--PHQQSQDNRRPHHLSGTWF  53 
E_burgeriSpnV4_3   ------------------------------------------------------------   0 
E_burgeriF1-ähn.   ----MKMRFFVLLILCTFTSFTRSDPETGE-----------------SVPDEEED-EELT  38 
P_marinusF1ähnlich ----MRKLLVLLLFVSLLFGHTTCGNTDTTAAAAAA-----PE--EDRADDAEED-LTPF  48 
C_milii            -----MKSLIVLVSLTALSSLSLTQDEGFPQGSFNE-ERTFLE--MTDLPFEEEEELPTN  52 
D_rerio            -----MKKIVLLVGLWSLLSLSHAQLAD-TTD---------------AEGEEEAVDLFTT  39 
S_salar            -----MLRTTLLLCLGALLSLSYAQLL-ETEA---------------AGGEEEAVELFTT  39 
T_rubripes         -----MKGTTFLLVIGVILRFCQAQTEAE--E---------------SVAEEEHVELFTT  38 
X_laevis           -----MKIYLALLFTGTFLSSTSAQNAAEE----------------VLPEVEEEDPFYKS  39 
M_musculus         -----MQALVLLLWTGALLGHGSSQNVPS-SSEGSP----VPD--STGEPVEEEDPFFKV  48 
B_taurus           -----MQALVLLLWTGALLGFGRCQNAG--QEAGSL----TPE--STGAPVEEEDPFFKV  47 
H_sapiens          -----MQALVLLLCIGALLGHSSCQNPASPPEEGSP----DPD--STGALVEEEDPFFKV  49 
C_mydas            -----MQTLFVLLWLGLLASLSRSQDSATEQDSGTP----EGG--NT-EAAEEEDPFYKS  48 
C_livia            -----MRIPVVLLFLGLLTVPSRSQNLASEQNSATA----DGA--NA-GEVEEEDPFYKS  48 
H_sapiensA1AT      MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLAEDPQGDAA---------------QKTDTSHHDQDHP  45 
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E_burgeriSpnV4_1   FFKDLAMTQANFGFDLYRGIA-SKRPGENLFMSPLTTSVALSMLSIGAGK-RTK--DLLS  99 
Lfl_SpnV4_1        AMTRLAMSQANFGFDLYRAVA-QESPGENIFMSPLTTSLVLAMLTAGAHG-TTE--QALS  93 
P_marinusSpnV4_1   AMTRLAMSQANFGFDLYRAVA-QESPGENIFMSPLTTSLVLAMLTAGAHG-ATE--QALA  93 
Lfl_SpnV4_2        TVSRLAGSQGDLGFQLFHKLG-EASPGQNVFFSPLTTSAALMMLLAGTAH-QTE--TQLT 108 
P_marinusSpnV4_2   VVSRLAGSQGDFGFQFFHKLG-EASPGQNVLFSPLTTSAALMMLLAGSGD-KTE--TQLT  98 
E_burgeriSpnV4_2   SLHNLVESLNDCGFDIYHSVA-KHKAGENVFMSPFTTTMLLSMMHMGSGK-PTD--LILA 109 
E_burgeriSpnV4_3   ------------------------------------------------------------   0 
E_burgeriF1-ähn.   AEHKLTHALGNFGIDLFRQAV-KDQGDSNYLLSPLPIAAGLISMMLGSTS-GSETQQQLS  96 
P_marinusF1ähnlich PDKMLARAHANFGLEVFRRAAAAADERSNVLLSPIALSTSLSMLLLGAAP-GSSSWKRLS 107 
C_milii            PVQRVALAISTFGYDLYRKVA-QKTPTANVFMSPLSVATALSELSLGVAE-PNE--QMLH 108 
D_rerio            PRTKLAAATSDFGYNLFRQLA-SRDTKASVFLSPMSISAAFTQLSMGASE-RAE--KQIY  95 
S_salar            PRAKMAAATSDFGYNLFRALA-GRNPNTNVFLAPISISAVLTQLSMGASPDRSE--RWLY  96 
T_rubripes         AQTKMGAATSDFGYNLFRALA-SQEAGNNVFLAPISVSAVLTQLSMGGSE-HAQ--SQLF  94 
X_laevis           PLNRLTSSASNFGYDLYRMQA-NKNPNSNIFISPLSIATSLSSLSLGSGQ-RTE--SLIH  95 
M_musculus         PVNKLAAAVSNFGYDLYRLRS-SASPTGNVLLSPLSVATALSALSLGAEH-RTE--SVIH 104 
B_taurus           PVNKLAAAVSNFGYDLYRVRS-GESPTANVLLSPLSVATALSALSLGAEQ-RTE--SNIH 103 
H_sapiens          PVNKLAAAVSNFGYDLYRVRS-STSPTTNVLLSPLSVATALSALSLGAEQ-RTE--SIIH 105 
C_mydas            PVNKLAAAVSNFGYDLYRQQS-SKTPTANVLLSPFSVATALSGILLGAGE-RTE--DLIS 104 
C_livia            PINKLAAAVSNFGYDLYRQQS-SRTATANVLLSPFSLATALSGLSLGAGE-RTE--DVIS 104 
H_sapiensA1AT      TFNKITPNLAEFAFSLYRQLA-HQSNSTNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKA-DTH--DEIL 101 
                                                                  α-Helix A                               s6B          α-Helix B                       α-Helix C 
 
E_burgeriSpnV4_1   TVLHLTE--AKSSNVHSTFKHLIEEIKEGDDSA--QVASRIFVKEGTDLKEEFTKMLNKY 155 
Lfl_SpnV4_1        RALYFSH--LRNPNVHSTFCDLIQKITSGKSVS--KMAARIFAARNIKIKKEFLDVVEQN 149 
P_marinusSpnV4_1   RALYFTH--LRNPNLHGTFRDLIQKITSGKSVS--KMAARIFAARNIKIKKDFLDVVEQN 149 
Lfl_SpnV4_2        NALRLQF--LRDPNPQASFQALISKLQHGHHST--NIAARIFTAKDAKIKQQFLDAVEKY 164 
P_marinusSpnV4_2   NALRLQF--LRDPNPQASFQALVSKLHHGRDST--NIAARIFTAKHATIKQQFLDAVEKY 154 
E_burgeriSpnV4_2   RRLRFLR--LRNPRIHSTMSQLLGH-TTGQNST--NLAARIFFKKDVPLLDSFLEKAEKF 164 
E_burgeriSpnV4_3   -------------------------------------------------------SSRGD   5 
E_burgeriF1-ähn.   SVLWLNI--LKD--VDKTLPKLLKSLNAGSKPP--QQHTRLYVKRQLRLQRALVALHRRL 150 
P_marinusF1ähnlich KALNYDT--VQQGDVHDLQRQLLATLGSEAKGQQ-QHAARVYLQRGLPPKEAYVADVLKF 164 
C_milii            RVLNFRS--LNDLEIHKVYKDLIGEITSPPKQF--KMGARMY-TRRLKMKPNFLKEVQKF 163 
D_rerio            RALRYHT--LQDSQLHDTLRDLLSSLRASAKGF--KSAERILLARKLRLRLEYLNSVEKQ 151 
S_salar            RALRYHT--LQDPQLHDTLRDLLASLRAPGKGL--SIAARVYLARRLRLKQEYFGVVEKQ 152 
T_rubripes         RALRYHT--LHDPQLHDTLKNILATVKAPGKGL--STAARLYLSRRLRLKQEFLALVENQ 150 
X_laevis           RSLYYDL--LNDPELHATYKELLASLTSHGSGL--KSTWRIMLERKLRLRLDFVTQVEKF 151 
M_musculus         RALYYDL--ITNPDIHSTYKELLASVTAPEKNL--KSASRIVFERKLRVKSSFVAPLEKS 160 
B_taurus           RALYYDL--ISNPDIHGTYKDLLASVTAPQKNL--KSASRIIFERKLRIKASFIPPLEKS 159 
H_sapiens          RALYYDL--ISSPDIHGTYKELLDTVTAPQKNL--KSASRIVFEKKLRIKSSFVAPLEKS 161 
C_mydas            RTLFYDL--LNKAEVHNTYKELLASITAPEKGL--RSATRIVVEKKLRMKIGFVSRLAKS 160 
C_livia            RALFYDL--LDKAEVHNTYKDLLTSVAGPEKSM--KSASRIILEKRLRVKPGFHSQLEKS 160 
H_sapiensA1AT      EGLNFNLTEIPEAQIHEGFQELLRTLNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKL 161 
                                                                                    α-Helix D                                   s2A                           α-Helix E 
 
E_burgeriSpnV4_1   YDARPET-LLGIVEKDLYRINKWVEDKTEGNIKELL-KSLPENLSLIILSAIHFKGEWKY 213 
Lfl_SpnV4_1        YHAKPEN-LHGPEEKDLKRINSWVEEKTDGKIKDFL-QELPSNLRMLLLSAIYFKGKWEQ 207 
P_marinusSpnV4_1   YHAKPEN-LNGPEEKDLKRINSWVEEKTDGKIKDFL-KELPSNLRMLLLSAIYFKGKWEQ 207 
Lfl_SpnV4_2        HKAKPQN-LIGNMKEDVALINKWVAEKTEGHIPDFI-KELPADLQLFIVSAIFFKGKWLK 222 
P_marinusSpnV4_2   YKAKPQK-LIGNMKEDVALINKWVAEKTEGHIPDFV-KELPEELQLFIVSAIFFKGKWLK 212 
E_burgeriSpnV4_2   YSARPTN-FVADNKANLDMVNAWVAEKTENMIKEFL-TELSDNTDIMLLSAIYFKGLWKE 222 
E_burgeriSpnV4_3   LLCKARK-FVGDKKVDIKRVNDWVKEKTDNMLKNFL-SDLSDNVDMLLLSAIYFKGQWMK  63 
E_burgeriF1-ähn.   FGNAPRS-MTGRPQMDLLRINQWLGKQLRIIVTDAV-TKLPDPANLILLSAAFLQVGLQ- 207 
P_marinusF1ähnlich YGTEPKV-LSGSTGRDLQDINGWLSQRTSGVLRDAV-PALPADLSLLLVSAMHVKAKWAL 222 
C_milii            YGETPKA-LGNKPQISLWNINQWVNQKTQ--VDRMM-TSVPLRLSIFLLSVGHFKGQLMT 219 
D_rerio            YGERPQI-LAGGAR-DLKTVNDWFKQQTGGKVDQVVPSPLPRNTALLPVGSAYFKGKWIT 209 
S_salar            YGVRPKA-LMGGAK-DVNEINDWVKQQTGGKVDRFMSKPLGRNSGVVPLGAAYFKVKWMT 210 
T_rubripes         YNVRPKA-VLG--K-DIKEVNDWVSQQTGRKVQGFLASNFPRNSGANAVSAAYFKGKWVT 206 
X_laevis           YGNKPRI-LTGNTRLDLQEANDFVQKQTQAKVVKFF-KEIPAGVSILLLGTSYLKGQWAY 209 
M_musculus         YGTRPRI-LTGNPRVDLQEINNWVQAQMKGKIARST-REMPSALSILLLGVAYFKGQWVT 218 
B_taurus           YGTRPRI-LTGNSRVDLQEINNWVQAQMKGKVARST-REMPSEISIFLLGVAYFKGQWVT 217 
H_sapiens          YGTRPRV-LTGNPRLDLQEINNWVQAQMKGKLARST-KEIPDEISILLLGVAHFKGQWVT 219 
C_mydas            YGARPKL-LTGNAQSDLQDINNWVQQQTKGKIVKFL-KEIPTGISIFLIGAAYFKGQWET 218 
C_livia            YKMRLRA-LSGNTQLDLQEVNNWVRQQTKGRIMRLM-KDMPTDVSILLAGAAYFKGTWKT 218 
H_sapiensA1AT      YHSEAFTVNFGDTEEAKKQINDYVEKGTQGKIVDLV-KELDRDTVFALVNYIFFKGKWER 220 
                                                          s1A             α-Helix F                                                                           s3A 
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E_burgeriSpnV4_1   QFDTNTQLHNCSTKHRECEPS----PXDVPQXYSXNSD---------------------- 247 
Lfl_SpnV4_1        QFYKDNTSPVWFHV---NEEN----KTMVDMMYDSIYPVKAGRHPYLPYKVAQLEFQGDK 260 
P_marinusSpnV4_1   QFYKDNTSPVWFHI---NEEN----KTMVDMMYDSIYPVKAGRHPYLPYKVAQLEFQGDK 260 
Lfl_SpnV4_2        PFQVESTSPRPFHL---SPTN----ETQVPTMFARGYPVKKGRHPSLPVTVAQIQFQGNT 275 
P_marinusSpnV4_2   PFQVESTSPRPFHL---SPSN----ETQVPTMFASGYPIKKGRHPSLPVTVAKIQFQGNT 265 
E_burgeriSpnV4_2   PFKERFTQSMDFHL---XETT----TKKVEMMYSXEMDIKYG------------------ 257 
E_burgeriSpnV4_3   SFPSHSTRKETFYL---SKHT----HTEVEMMVGLKMKIK--------------------  96 
E_burgeriF1-ähn.   -FEK----QTEFST---GMQS--------------------------------------- 220 
P_marinusF1ähnlich QFPPEETAQGVFHA---GGGKRGPVALRVATMRRDDVPIRYGLDTELGA-VAQLPLQGGC 278 
C_milii            GFISANIMQKPFRV---DQDT----VVYVPMMTEIDYPLRFGYDSDLKCKIGMFPFVGDI 272 
D_rerio            RFGK-PNKMETFRR---DGQA----PAVIPMMEQENYPVKMGIDSDLGCTIAQVPMEDGV 261 
S_salar            RFSQ-SGVMEDFQL---VGEA----PARISMMQQDNYPVKMGVDPDLGCTIAQIQMQDDV 262 
T_rubripes         RFSQ-SGAMDTFQV---ADGA----PVSIPMMKQDNYPVKMGVDSDLKCTIAQIPMQDDV 258 
X_laevis           KFNPRETVQSEFHL---DEQT----SVTVPMMSSKNLPVRYGLDSDFNCKIVQLPLTGGV 262 
M_musculus         KFDSRKTTLQDFHL---DEDR----TVRVPMMSDPKAILRYGLDSDLNCKIAQLPLTGSM 271 
B_taurus           KFDSRKTSLEDFYL---DEER----TVKVPMMSDPQAVLRYGLDSDLNCKIAQLPLTGST 270 
H_sapiens          KFDSRKTSLEDFYL---DEER----TVRVPMMSDPKAVLRYGLDSDLSCKIAQLPLTGSM 272 
C_mydas            KFDPTKTTLQDFHL---DEDR----SVKVPMMSDPKAILRYGFDSELNCKIAQLPLTGGV 271 
C_livia            KFDTKKTALNDFHL---DEDR----TVKVSMMSDPKAILRYGFDSELNCKIAQLPLTEGI 271 
H_sapiensA1AT      PFEVKDTEEEDFHV---DQVT----TVKVPMMKRLGMFN-IQHCKKLSSWVLLMKYLGNA 272 
                                                                   s4C                                  s3C                         s1B                      s2B 
 
                                                                        N-Gly. 
                                                                     ↓ 
E_burgeriSpnV4_1   --------------------------------------------   -----------   ----- 247 
Lfl_SpnV4_1        NMLIFLPDEV-TTNLTALEQSLSSDLLLNLTESQLKSGNRIVYL   PRLRLKMKKDL   STALN 319 
P_marinusSpnV4_1   NMLIFLPDEV-TTNLTALEQSLSSDLLLNLTESELKSGNRIVYL   PRLRLKMKKDL   STALN 319 
Lfl_SpnV4_2        SLLLFVPDAV-STNLSTLESSLSSQLVTTLVEETLVQKKINLQL   PLISLDVESDL   KQTLT 334 
P_marinusSpnV4_2   SLLLFVPDAV-STNLSALESSLSSQLVTTLVEETLVQKKIDLYL   PLISLDVESNI   EQKLT 324 
E_burgeriSpnV4_2   --------------------------------------------   -----------   ----- 257 
E_burgeriSpnV4_3   --------------------------------------------  -----------   -----  96 
E_burgeriF1-ähn.   --------------------------------------------   -----------   ----- 220 
P_marinusF1ähnlich SLLLFVPVEV-TGNLTVVEESLTSEFVADIVR-ALHSVRARLSV   PRLALRDAGDL   AGAVK 336 
C_milii            SMFIFLPDVI-SSNMTQLEDNPNPGFIQDLIE-QLQEVPTSVSL   PKLRLKAVTEL   KEQ-- 328 
D_rerio            SMYFFLPDEV-TQNLTLIEEALTAEFVQDLSN-SLHTVKVLLTL   PVIKLSYKTNL   LPSLS 319 
S_salar            SMFVFLPDDV-TQNMTLVEESLTAEFVQDLSM-TLHPVQTALTL   PVLKFSYSTDL   LPLLT 320 
T_rubripes         SMFLFLPDDL-SSNMTQLEESLTAEFVQDLSM-TLLPAQVSLTL   PVLRLSYSKDL   LPLLG 316 
X_laevis           SIMFFLPNTV-TQNLTMIEEGLTSEFIHDIDQ-ALQTVNMDLRI   PKLKLNYEVEL   KEALQ 320 
M_musculus         SIIFFLPLTV-TQNLTMIEESLTSEFIHDIDR-ELKTIQAVLTV   PKLKLSFEGEL   TKSLQ 329 
B_taurus           SIIFFLPQKV-TQNLTLIEESLTSEFIHDIDR-ELKTVQAVLTI   PKLKLSYEGEL   TKSVQ 328 
H_sapiens          SIIFFLPLKV-TQNLTLIEESLTSEFIHDIDR-ELKTVQAVLTV   PKLKLSYEGEV   TKSLQ 330 
C_mydas            SAMFFLPQKV-TQNMTLIEESLTSEFVRDIDR-ELKTIHAVLSI   PRLKLSSEEAL   RSTLQ 329 
C_livia            SAMFFLPTKV-TQNMTLIEESLTSEFVHDVDK-ELKTVHAVLSL   PKLKLNYEEAL   GSTLK 329 
H_sapiensA1AT      TAIFFLPDE---GKLQHLENELTHDIITKFLE-NEDRRSASLHL   PKLSITGTYDL   KSVLG 328 
                                                   s3B                     α-Helix G          α-Helix H               s2C                 s6A        α-Helix I                                                                               
 
E_burgeriSpnV4_1   ------------------------------------------------------------ 247 
Lfl_SpnV4_1        HLGLDDLFMAP-DFHKISEE--PLIVSAVTHVATMDLTEEGAEAAAVTGVFL--SRTNPI 374 
P_marinusSpnV4_1   HLGLDDLFMAP-DFNKISEE--PLLVSAVTHVATMDLTEEGAEAAAVTGVFL--SRTNPI 374 
Lfl_SpnV4_2        DIGLGDLFTAP-DLSKISDS--PLRVSKVIHRATMTLNEEGVKAAAATGIMI--NLMSVR 389 
P_marinusSpnV4_2   DIGLGDLFKTP-DLSKISDI--PLRVSKVIHRATMTLNEEGVKATAATGIMI--SLMSVQ 379 
E_burgeriSpnV4_2   ------------------------------------------------------------ 257 
E_burgeriSpnV4_3   ------------------------------------------------------------  96 
E_burgeriF1-ähn.   ------------------------------------------------------------ 220 
P_marinusF1ähnlich QLELESLFSSDADLSALSEAQVGLAVSAVRHAALLELAEEGGGGGALDAAARGPAEEAHV 396 
C_milii            -LELEPLYTLS-RMPKIANP--PLKISSIKHLAVLELQENGIEESVKE-------EGGRE 377 
D_rerio            DLGLSEWLAET-DLTKITSQ--PVKLNAVHHKVVLETAPEGAEYASTTP----S-ATGQS 371 
S_salar            DLGLDEFLADT-DLTKITSQ--AAKLGSLNHKVVMEMAPEGTQYASSLP----A-----S 368 
T_rubripes         DLGLSDWLLNT-ELQKISPQ--PVKLTSVNHKVVMEMAPEGNQYPPSSS----A-----P 364 
X_laevis           ESKLQSLFSTP-DFSKISSK--PLKLSHVVHKATLELNEDGAETAPKAE----A-SSRKY 372 
X_tropicalis       ESKLQSLFATP-DFSKISSK--PLKLSYVVHKATLELNEEGAETAPKPE----D-SHRNY 372 
M_musculus         DMKLQSLFESP-DFSKITGK--PVKLTQVEHRAAFEWNEEGAGSSPSPG----LQPVRLT 382 
B_taurus           ELKLQSLFDAP-DFSKITGK--PIKLTQVEHRVGFEWNEDGAGTNSSPG----VQPARLT 381 
H_sapiens          EMKLQSLFDSP-DFSKITGK--PIKLTQVEHRAGFEWNEDGAGTTPSPG----LQPAHLT 383 
C_mydas            EMRLQSLFTSP-DFSKISPK--STKLSHVQHKAVLELNEDGARSTPNPV----ENAARLT 382 
C_livia            ETRLQSLFASP-DFTKISVK--PIKLSHVQHKAVLELSEDGERTTPNPG----VNAARLT 382 
H_sapiensA1AT      QLGITKVFSNGADLSGVTEE-APLKLSKAVHKAVLTIDEKGTEAAGAMF----LEAIPMS 383 
                                                                                                                      s5A 
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E_burgeriSpnV4_1   ------------------------------------------------------------ 247 
Lfl_SpnV4_1        Y-PVFKVDRPFLFLIRDTSTGTVLFLGRVMDPTDAAV------------EEEEGAEGNHG 421 
P_marinusSpnV4_1   Y-PVFKVDRPFLFLIRDTSTGTVLFLGRVMDPTDAAV------------EEEEGAEGNHG 421 
Lfl_SpnV4_2        FPEELKVDRPFVFLIRDDETGALLFAGRVTNPPPVSEKKK--KHEDTSSSEEHGKEGKHG 447 
P_marinusSpnV4_2   HSEELKVDRPFVFLIRDDETGALLFVGRVTSPPPVPEKKKKEKHGDSSSSEEHGGEGKHG 439 
E_burgeriSpnV4_2   ------------------------------------------------------------ 257 
E_burgeriSpnV4_3   ------------------------------------------------------------  96 
E_burgeriF1-ähn.   ------------------------------------------------------------ 220 
P_marinusF1ähnlich HRMEFSVDRPFVFMVRHDATGALPLVGRIVNPAVA------------------------- 431 
C_milii            LMLDFHVNRPFILVLHDNASGSLLFIGRVMDPRGLIVI---------------------- 415 
D_rerio            LGLSYRVDRPFLFLVRDEPSGALLFIGKVLNPSDL------------------------- 406 
S_salar            TPLSYCVDHPFLFLVRDEASGALLFIGKVVNPRNLRI----------------------- 405 
T_rubripes         THLSYRADRPFLYLIRDETSGALLFIGRVVNPTGLTI----------------------- 401 
X_laevis           FPLEYHLDHPFLFVLRANDNGALLFIGKVMDPKGFSF----------------------- 409 
M_musculus         FPLDYHLNQPFLFVLRDTDTGALLFIGRILDPSST------------------------- 417 
B_taurus           FPLDYHLNQPFIFVLRDTDTGALLFIGKILDPRGT------------------------- 416 
H_sapiens          FPLDYHLNQPFIFVLRDTDTGALLFIGKILDPRGP------------------------- 418 
C_mydas            FPLDYHLDRPFLFVLRDDVTGTLLFIGKILDPRST------------------------- 417 
C_livia            FPIEYHVDRPFLLVLRDDTTGTLLFIGKILDPRSV------------------------- 417 
H_sapiensA1AT      IPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQK------------------------- 418 
                                                       s1C             s4B                    s5B 
 
E_burgeriSpnV4_1   ------------------ 247 
Lfl_SpnV4_1        KRRRGHGKRLHKTPTTGH 439 
P_marinusSpnV4_1   KRRRGPGKRPHKTPTTGH 439 
Lfl_SpnV4_2        KKE---GKKHHH------ 456 
P_marinusSpnV4_2   KKD---GKKHHH------ 448 
E_burgeriSpnV4_2   ------------------ 257 
E_burgeriSpnV4_3   ------------------  96 
E_burgeriF1-ähn.   ------------------ 220 
P_marinusF1ähnlich ------------------ 431 
C_milii            ------------------ 415 
D_rerio            ------------------ 406 
S_salar            ------------------ 405 
T_rubripes         ------------------ 401 
X_laevis           ------------------ 409 
M_musculus         ------------------ 417 
B_taurus           ------------------ 416 
H_sapiens          ------------------ 418 
C_mydas            ------------------ 417 
C_livia            ------------------ 417     
H_sapiensA1AT      ------------------ 418 
 
Abbildung 104: Alignment von PEDF-Sequenzen 
Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt. Es zeigt den Vergleich der Sequenzen aus Rundmäulern mit 
den PEDF-Sequenzen der Kiefermäuler. Die Positionen der potenziellen Kollagenbindestelle sind grün-weiß 
invertiert und die der potenziellen Glykosaminoglykanbindestelle schwarz-weiß invertiert hervorgehoben. Die 
N-Glykosylierungsstelle ist gekennzeichnet. Der Vergleich zeigt, dass die Sequenzen aus Rundmäulern einige 
der konservierten Positionen teilen, dabei teilen die F1-ähnlichen-Sequenzen die größten Gemeinsamkeiten 
mit PEDF-Sequenzen der Kiefermäuler. Die Zugangsnummern sind in Tabelle 57 aufgelistet. Die 
Sekundärstrukturelemente sind aus den Daten des humanen PEDF abgeleitet (PDB-ID: 1imv). Lfl steht für das 
Flussneunauge Lampetra fluviatilis. 
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8.9.4 Maximum-Likelihood- und Maximum-Parsimony-Stammbäume der     
Gruppe 4 
                        A 
 
                        B 
 
Abbildung 105: Stammbäume der Gruppe 4 der Maximum-Likelihood- und der Maximum-Parsimony-
Methode 
(A) Der Maximum-Likelihood-Stammbaum bestätigt die Zugehörigkeit der F1-ähnlichen-Sequenz aus dem 
Meerneunauge (Petromyzon marinus) und dem japanischen Schleimaal (Eptatretus burgeri) zu der Gruppe der 
PEDF-Sequenzen. Die übrigen Sequenzen aus Rundmäulern werden jedoch nicht wie bei dem Neighbor-Joining-
Stammbaum als Schwestergruppe zu der Gruppe der PEDF-Sequenzen gruppiert, sondern bilden eine 
Schwestergruppe zu den gesamten Sequenzen der Gruppe 4. (B) Der Maximum-Parsimony-Stammbaum 
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hingegen unterstützt die Darstellung des Neighbor-Joining-Stammbaums. Auch hier werden die beiden F1-
ähnlichen Sequenzen (Petromyzon marinus; Eptatretus burgeri) in die Gruppe der PEDF-Sequenzen positioniert, 
wohingegen die übrigen Sequenzen aus Rundmäulern eine Schwestergruppe zu der Gruppe der PEDF-
Sequenzen bildet. Die Sequenzen der α2-Antiplasmingruppe bilden keine geschlossene Gruppe, da die 
Sequenzen aus Knorpelfischen und aus Amphibien je einen eigenen Ast bilden. Insgesamt wird der 
Stammbaum durch niedrige Bootstrap-Werte gestützt. Mit EST sind Sequenzen aus der entsprechenden 
Datenbank gekennzeichnet. Teilsequenzen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Die Stammbäume wurden 
mit der humanen α1-Antitrypsin-Sequenz gewurzelt. An den Knoten sind die Bootstrap-Werte in Prozent für 
1000 Pseudoreplikate angegeben. Die zugehörigen Zugangsnummern sind der Tabelle 57 zu entnehmen.   
 
8.10 Gruppe 5 
Tabelle 58: Sequenzen für die phylogenetische Analyse von Gruppe 5 
Serpin Zugangsnummer 
C1 (Homo sapiens) NP_000479 
C1 (Mus musculus) NP_543120 
C1 (Canis lupus familiaris) XP_537187 
C1 (Bos taurus) NP_001029870 
C1 (Equus caballus) XP_001497366 
C1 (Gallus gallus) XP_422282 
C1 (Sphenodon punctatus) AAL73207 
C1 (Xenopus laevis) NP_001080079 
C1 (Xenopus (Silurana) tropicalis) NP_001008153 
C1 (Danio rerio) NP_878283 
C1 (Salmon salar) CAB64714 
C1 (Takifugu rubripes) BAA77461 
C1 (Plecoglossus altivelis) CAZ73991 
C1 (Squalus acanthias)* CV798311 
C1 (Chiloscyllium plagiosum)* GE328575 
A1 (Homo sapiens) NP_001121179 
Mit * sind Teilsequenzen gekennzeichnet. 
 
8.10.1 Isolierte c-DNA-Sequenz von Antithrombin III aus Chiloscyllium 
punctatum 
     1  AGCGGCCGCGAAATTCGCCCTTCGACTGGAGCACGAGGACACTGACATGGACTGAAGGAG 
    61  TAGAAACTAACAGACACTGACCTGGTCTCGAGCACGCTTTTCTGGGCTTTTTTCTCGTGA 
   121  AATTACAGGACTTGCAATTTTGTTTGAAACTTTATCAGAGGACTGAGATTGGAGAGAGCT 
 
     1            M  R  R  F  A  L  F  L  Y  A  V  L  V  G  A  I  D  
   181  TTTAACAGGATGAGACGCTTCGCCTTGTTCCTTTATGCCGTCCTCGTGGGGGCGATAGAT 
 
    18   P  T  P  S  S  D  N  S  L  T  H  C  N  T  K  L  K  D  I  P  
   241  CCTACTCCTTCCAGTGATAACAGTCTGACCCACTGTAACACCAAACTCAAGGACATCCCA 
 
    38   G  Q  P  M  C  V  Y  R  T  P  D  K  K  T  Q  T  A  Q  T  A  
   301  GGCCAGCCCATGTGCGTGTATCGTACACCAGACAAGAAAACCCAAACGGCTCAGACAGCG 
 
    58   D  K  A  T  Q  P  K  A  K  D  L  P  E  N  T  N  P  R  V  W  
   361  GACAAAGCGACGCAGCCAAAGGCTAAGGACCTCCCCGAGAACACCAACCCTCGGGTCTGG 
 
    78   E  L  S  R  A  N  S  K  F  A  F  E  F  Y  K  Q  L  A  K  S  
   421  GAGCTGTCCAGGGCTAACAGCAAATTCGCCTTTGAGTTTTACAAACAACTGGCCAAATCA 
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    98   K  A  D  G  E  N  I  F  L  S  P  L  S  I  S  T  A  F  A  M  
   481  AAGGCAGATGGGGAGAACATCTTCCTGTCACCCCTGAGCATCTCCACAGCTTTTGCCATG 
 
   118   T  K  L  G  A  C  G  D  T  L  Q  Q  L  M  E  V  F  K  F  D  
   541  ACAAAATTGGGAGCGTGTGGCGACACCCTGCAGCAGCTAATGGAGGTCTTTAAGTTTGAC 
 
   138   T  I  T  E  K  T  S  D  Q  V  H  Y  F  F  A  K  L  N  C  R  
   601  ACCATCACGGAGAAGACATCAGACCAAGTGCACTACTTCTTCGCTAAGCTCAACTGCCGG 
 
   158   L  Y  R  K  A  N  K  S  S  E  L  V  S  A  N  R  L  F  G  E  
   661  CTGTACCGGAAAGCCAACAAGTCTTCAGAGCTGGTTTCAGCCAACCGGCTCTTTGGTGAG 
 
   178   K  S  L  T  Y  N  Q  T  F  Q  N  I  S  E  A  V  Y  S  A  K  
   721  AAGTCATTAACGTACAACCAAACATTCCAGAACATCAGTGAGGCGGTGTACAGCGCCAAG 
 
   198   L  I  P  V  N  F  K  D  K  P  K  S  A  R  K  I  I  N  A  W  
   781  CTCATCCCTGTCAACTTCAAGGACAAACCAAAGTCAGCCAGAAAGATCATCAATGCTTGG 
 
   218   V  A  N  K  T  E  G  L  I  R  D  V  I  P  P  D  A  I  T  P  
   841  GTGGCCAACAAGACTGAGGGGCTTATCAGAGATGTCATCCCTCCTGATGCCATAACACCC 
 
   238   Y  T  T  L  V  I  V  N  A  I  Y  F  K  G  L  W  K  S  M  F  
   901  TACACCACCCTGGTTATTGTTAACGCAATCTATTTTAAGGGACTGTGGAAGTCCATGTTT 
 
   258   E  K  E  V  T  V  K  R  D  F  E  K  A  D  R  S  I  C  K  A  
   961  GAGAAGGAGGTGACAGTGAAAAGGGACTTTGAGAAAGCGGATAGAAGCATCTGCAAAGCC 
 
   278   P  M  M  Q  Q  Q  G  S  F  R  F  G  K  F  S  K  D  G  V  K  
  1021  CCAATGATGCAGCAACAGGGCTCCTTTCGTTTTGGCAAGTTCTCCAAGGATGGGGTGAAG 
 
   298   V  I  E  L  P  Y  K  G  D  D  V  S  M  V  L  I  L  P  L  A  
  1081  GTGATCGAGCTCCCGTACAAAGGGGATGATGTCTCCATGGTGCTGATCCTCCCACTGGCA 
 
   318   E  A  T  L  T  G  V  E  N  Q  L  T  H  E  K  I  M  G  W  L  
  1141  GAAGCTACCCTGACGGGTGTCGAGAATCAGCTGACACACGAGAAGATCATGGGGTGGCTG 
 
   338   K  Q  L  T  S  T  D  V  E  L  S  L  P  R  F  R  V  E  D  S  
  1201  AAGCAACTGACCTCAACGGACGTGGAACTCTCGTTGCCCCGGTTCCGAGTTGAGGACTCT 
 
   358   F  S  L  T  D  R  L  K  Q  M  G  L  N  D  L  F  N  Q  E  K  
  1261  TTCAGCCTCACCGACAGGCTGAAGCAGATGGGCCTGAATGATCTCTTCAACCAAGAGAAA 
 
   378   A  N  L  P  G  I  I  E  G  T  S  N  N  I  Y  I  Y  D  A  F  
  1321  GCCAACTTGCCAGGGATAATTGAAGGAACCAGCAATAACATTTACATATATGATGCATTC 
 
   398   H  K  A  F  L  E  V  N  E  E  G  S  E  A  A  G  A  S  T  V  
  1381  CATAAAGCTTTCTTGGAGGTGAATGAGGAAGGTAGTGAAGCTGCTGGAGCATCTACGGTG 
 
   418   I  V  M  G  R  S  L  R  P  S  L  E  I  F  N  A  N  R  P  F  
  1441  ATAGTGATGGGACGGTCACTGCGGCCCAGTCTGGAGATCTTCAATGCCAATCGGCCATTC 
 
   438   L  L  L  I  R  E  V  A  I  N  A  I  I  F  M  G  R  I  S  N  
  1501  CTGCTGCTGATCCGAGAAGTTGCTATCAATGCCATCATCTTCATGGGGAGAATATCAAAC 
 
   458   P  C  -    
  1561  CCATGTTAATTCACCGTGAGGACAGGAATGAGTCATATCAGCATTAAGATAATAACAAAA 
  1621  ACTCAAACAAATGTTTCGGGGGTTGTTACCTTATTGTAAGAAATAAAGAAATATAGACTT 
  1681  GTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
Abbildung 106: Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von 
Antithrombin III aus Chiloscyllium punctatum (Köster nicht veröffentlichte Daten) 
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Die Kozak-Sequenz (rot), das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind 
gekennzeichnet. 
 
8.10.2 Alignment von Antithrombin III-Sequenzen 
D_rerio          ---------------MKLLAC-MWA-LWAF--ALCSIHATKDICNAKPKDLPLEPMCIYR  41 
T_rubripes       -----------------MPAS-DWL-L-LLASLHVVSADVLDICGAKPRDLALEPRCIYR  40 
P_altivelis      ---------------MKLITC-IWS-QGLLLSILSSSCSAHDICSAKPRDLPLEPKCIYR  43 
S_salar          ---------------MRLPQF-VWT-LGLLLPLLSTSQAFKDICNAKPKDVPLEPRCIYR  43 
C_punctatum      ---------------MRRFALFLYAVLVGAIDPTPSSDNSLTHCNTKLKDIPGQPMCVYR  45 
C_plagiosum      ------------------------------------------------------------   0 
S_acanthias      ---------------MRLLALFLCAALVRAIDPPPSYDDSLSHCNTKLKDIPGQPMCVYR  45 
M_musculus       MYSPGAGSGAAGERKLCLLSLLLIG-ALGCAIC--HGNPVDDICIAKPRDIPVNPLCIYR  57 
B_taurus         MISNGIGTVTAGKRSICLLPLLLIG-LWGCVTC--HRSPVEDVCTAKPRDIPVNPMCIYR  57 
H_sapiens        MYSNVIGTVTSGKRKVYLLSLLLIG-FWDCVTC--HGSPV-DICTAKPRDIPMNPMCIYR  56 
G_gallus         ---------------MHLFMVCLFG-LWGMASP--APYAVEDICTAKPRDIPVNPICIYR  42 
S_punctatus      ---------------MHLFTLLVIS-IWGVVAP--QHHP-VDICTAKPRDIAVNPMCIYR  41 
X_laevis         ---------------MYLLSLLLLS-LLGSAYL--QPQH-ADICLAKPKDIPLTPMCVYR  41 
H_sapiensA1AT    -----------------MPSSVSWG----ILLL-------AGLCCLVPVSLAEDPQ----  28 
        
D_rerio          NPDEIQPN---------KEPENIPVGTNPRVWELSKANSRFALSLFKQLAEGKSNDENIF  92 
T_rubripes       SPDPEAPEP--------LTTHPVPGSTNPRVWELSKANARFAMSLYKQVASSRGPESNIF  92 
P_altivelis      SPDV-EPTGD-------SDPEKVPEATNPRVWELSKANSLFALSLFKQLAHSKPQDANIF  95 
S_salar          SPEDEAPTGD-------AIPEKVPENTNPRVWELSKANSRFALSLFKQLAQGKPSESNIF  96 
C_punctatum      TPDKKTQTAQTADKATQPKAKDLPENTNPRVWELSRANSKFAFEFYKQLAKSKADGENIF 105 
C_plagiosum      -------------------------NTNPRVWELSRANSKFAFEFYKQLAKSKADGGNIF  35 
S_acanthias      TPDKKVQLAETRGATTQPKAKKLPENTNPRVWELSKANSRFAIDFYKRLATSKSNEQNIF 105  
M_musculus       SPGKKATEE----DGSE---QKVPEATNRRVWELSKANSRFATNFYQHLADSKNDNDNIF 110 
B_taurus         SSEKKATEG----QGSE---QKIPGATNRRVWELSKANSHFATAFYQHLADSKNNNDNIF 110 
H_sapiens        SPEKKATED----EGSE---QKIPEATNRRVWELSKANSRFATTFYQHLADSKNDNDNIF 109 
G_gallus         NPEKKPQES----EVLEPGKGRIPEFTNPRVWELSRANSRFAVVFYKHLADSKDNEENIF  98 
S_punctatus      SPEKKLQEG----EGPEQEKEKLPDFTNPRVWELSKANSRFATVFYKHLADSKNDHGNIF  97 
X_laevis         KPLEVVETEEKE-KEPTTQEQKVPESTNPRVYELSQANAKFAIAFYKNLADSKRDKENIF 100 
H_sapiensA1AT    --------GDAA----QKTDTSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFSLYRQLAHQS-NSTNIF  75 
                                                                                                                               α-Helix A                                  s6B               
                                                           
                                                                                                                                                                           N-Gly. 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                ↓ 
D_rerio          LSPISISTAFAMTKLGACNTTLEQLMKVFQFDTIKEKTSDQVHFFFAKLNCRLYRKKHET 152 
T_rubripes       MSPISISTAFAMTKLGACNQTLEQLMRVFEFDTIKEKTLDQVHFFFAKLNCRLYRKKDKS 152 
P_altivelis      LSPISISTAFAMTKLGACNDTLKQIMNVFKFDTIKEKTSDQVHFFFAKLNCRLYRKKDKS 155 
S_salar          MSPISISSAFAMTKLGACNNTLKQIMNVFEFDTIKEKTSDQVHFFFAKLNCRLYRKKDKT 156 
C_punctatum      LSPLSISTAFAMTKLGACGDTLQQLMEVFKFDTITEKTSDQVHYFFAKLNCRLYRKANKS 165 
C_plagiosum      LSPLSISTAFAMTKLGACGDTLQQLMEVFKFDTITEKTSDQVHYFFAKLNCRLYRKANKS  95 
S_acanthias      MSPLSISTAFAMTKLGACGDTLQQLMEVFHFDGITEKTSDQVHYFFAKLNCRLYRKANKS 165   
M_musculus       LSPLSISTAFAMTKLGACNDTLKQLMEVFKFDTISEKTSDQIHFFFAKLNCRLYRKANKS 170 
B_taurus         LSPLSISTAFAMTKLGACDNTLKQLMEVFKFDTISEKTSDQIHFFFAKLNCRLYRKANKS 170 
H_sapiens        LSPLSISTAFAMTKLGACNDTLQQLMEVFKFDTISEKTSDQIHFFFAKLNCRLYRKANKS 169 
G_gallus         LSPLSISTAFAMTKLGACGDTLQQLMEVFQFDTISEKTSDQVHFFFAKLNCRLYKKANKS 158 
S_punctatus      MSPLSISTAFAMTKLGACGSTLQQLMEVFRFDTISEKTSDQIHFFFAKLNCRLYKKANKS 157 
X_laevis         MSPLSISQAFTMAKLGACNNTLKQLMEVFHFDTVSERASDQIHYFFAKLNCRLFRKANKS 160 
H_sapiensA1AT    FSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNL-TEIPEAQIHEGFQELLRT-LNQPDSQ 133 
                                                    α-Helix B                     α-Helix C                          α-Helix D         
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                                                                            N-Gly.  N-Gly.                                                                 N-Gly. 
                                                                          ↓           ↓                                                                   ↓ 
D_rerio          TELISANRLFGDKSTTFNETFQHISETVYGAKLMPLDFKEKPEASRITINEWIANKTENR 212 
T_rubripes       NELVSANRLFGDKSLAFDQTYQNISETVYGAKLLPLDFKDDPEKARVTINNWISNKTENL 212 
P_altivelis      TELISANRLFGNKFLEFNETYQNISELVYGAKLMPLNFKEKPELSRKIINEWISNKTENR 215 
S_salar          TELISANRLFGEKSLAFNEIYQNISELVYGAKLMPLNFKEKPELSRVTINDWIANKTENR 216 
C_punctatum      SELVSANRLFGEKSLTYNQTFQNISEAVYSAKLIPVNFKDKPKSARKIINAWVANKTEGL 225 
C_plagiosum      SELVSANRLFGEKSLTYNQTFQNISEAVYRAKLIPVNFKDKPKSARKIINAWVANKTEGL 155 
S_acanthias      SELVSANRLFGDKSLNLHETF--------------------------------------- 186   
M_musculus       SDLVSANRLFGDKSLTFNESYQDVSEVVYGAKLQPLDFKENPEQSRVTINNWVANKTEGR 230 
B_taurus         SELVSANRLFGGKSITFNETYQDISEVVYGAKLQPLDFKGNAEQSRLTINQWISNKTEGR 230 
H_sapiens        SKLVSANRLFGDKSLTFNETYQDISELVYGAKLQPLDFKENAEQSRAAINKWVSNKTEGR 229 
G_gallus         SELISANRLFGEKSLVFNETYQNISEIVYGAKLWPLNFKEKPELSRKIINEWVANKTERR 218 
S_punctatus      SELVSANRLFGEKTLNFNETYQNVSELVYGAKLCPLNLQRKPELSRTLIYNWVANKTEKR 217 
X_laevis         SELVSVNRLFGEKSLTFNETYQDISEIVYGAKLWPLNFRDKPELSREIINNWVSNKTEKR 220 
H_sapiensA1AT    LQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFTVNFGDTE-EAKKQINDYVEKGTQGK 192 
                                                    s2A                            α-Helix E                s1A                      α-Helix F  
 
D_rerio          IKDTLPEGSIDTNTILVLVNAIYFKGQWKNKFDKQNVMKLDFHVSPTHKCPVPMMYQEK K 272 
T_rubripes       IQDTLPPGVLDSNTVLVLVNTIYFKGHWKNKFDKDNVYVSEFHSSQTRSCPVNMMYQEA R 272 
P_altivelis      IQDTLPEGVLNSNTVLVLVNTIYFKGQWKNKFDKENVFKSDFYVSKSKTCPVSMMYQET K 275 
S_salar          IQNTLPKDSLNSNTVLVLVNTIYFKGQWKSKFDKKNVFKADFYVSKSKTCPVSMMYQET K 276 
C_punctatum      IRDVIPPDAITPYTTLVIVNAIYFKGLWKSMFEKEVTVKRDFEKADRSICKAPMMQQQG S 285 
C_plagiosum      IRDVIPPDAITPYTTLVIVNAIYFKG--------------------------------- - 181 
S_acanthias      ----------------------------------------------------------- - 186 
M_musculus       IKDVIPQGAINELTALVLVNTIYFKGLWKSKFSPENTRKEPFYKVDGQSCPVPMMYQEG K 290 
B_taurus         ITDVIPPQAINEFTVLVLVNTIYFKGLWKSKFSPENTRKELFYKADGESCSVLMMYQES K 290 
H_sapiens        ITDVIPSEAINELTVLVLVNTIYFKGLWKSKFSPENTRKELFYKADGESCSASMMYQEG K 289 
G_gallus         ITEVIPEKGIDDLTVLVLVNTIYFKGHWKSQFPAPNTRLDLFHKANGETCNVPIMYQES R 278 
S_punctatus      ITDVIPEGGITEFTVLVLVNTIYFKGRWKSEFPTENTKMEKFFRDEPNLCMVPMMYQEA R 277 
X_laevis         ITDVIPKDAITPDTVLVLINAIYFKGLWKSKFNSENTKMDQFHPAKNSNCLTATMYQEG T 280 
H_sapiensA1AT    IVDLVK--ELDRDTVFALVNYIFFKGKWERPFEVKDTEEEDFHVDQVTTVKVPMMKRLG M 250 
                                                                                           s3A                                 s4C                                s3C 
D_rerio          FQYAKIPEDKVKILELPYNGGDITMVLILPIEGATLSEVVANMNLKKLVGWLHAMKETTV 332 
T_rubripes       FRYKHFPEDQVQLLEMPYRGDDITMVIILPSQGTALSQVEEVLDLKKLSAWLDQMKETTV 332 
P_altivelis      FRYGRFIEDQVQLLELPYFGGDITMVLILPLKEKPLSEVEENLNLKKLMGWLQAMKETTV 335 
S_salar          FHYGRFTEDKVQVLELPYRGDDITMVLILPLKDTPLSEVEENLDLKKLTGWLHNMRETSV 336 
C_punctatum      FRFGKFSKDGVKVIELPYKGDDVSMVLILPLAEATLTGVENQLTHEKIMGWLKQLTSTDV 345 
C_plagiosum      ------------------------------------------------------------ 181 
S_acanthias      ------------------------------------------------------------ 186 
M_musculus       FKYRRVAE-GTQVLELPFKGDDITMVLILPKPEKSLAKVEQELTPELLQEWLDELSETML 349 
B_taurus         FRYRRVAE-STQVLELPFKGDDITMVLILPKLEKTLAKVEQELTPDMLQEWLDELTETLL 349 
H_sapiens        FRYRRVAE-GTQVLELPFKGDDITMVLILPKPEKSLAKVEKELTPEVLQEWLDELEEMML 348 
G_gallus         FRYAFIQEDKVQVLELPYKGDDITMVLVLPKAGTPLVEVERDLTSDKLQDWIDSMMEVSL 338 
S_punctatus      FRYIYLPSNKVQVLELPYKGDDITMVLILPSKDTVLAEVERDLMSEQLERWLSSMQEVML 337 
X_laevis         FRYGSFKDDGVQVLELPYKGDDITMVLVLPSQETPLTTVEQNLTLEKLGNWLQKSRELQL 340 
H_sapiensA1AT    FNIQHCKKLSSWVLLMKYLGNATA-IFFLPD-EGKLQHLENELTHDIITKFLENEDRRSA 308 
                                            s1B                    s2B                    s3B                   α-Helix G         α-Helix H 
 
D_rerio          AVQ   IPRFRVEDSFSLKEQLTKMGLEDLFSPANASLPGMVADAEGPNLFISDAYHKAFLEV 392 
T_rubripes       SVH   VPRFRVEDSFSLKEKLQLLGLTDLFDPNKASLPGMLEDGV-EGLHISDAYHKAFLEV 391 
P_altivelis      SVQ   VPRFKIEDSFSLKEKLQAMGLHDLFNSEKASLPGLLEDDR-SPLYISDAFHKAFLEV 394 
S_salar          SVH   LPRFRIEDSFSLKEKLQAMGLEDLFSPKDASLPGILEDEA-NYLYISDAFHKAFLEV 395 
C_punctatum      ELS   LPRFRVEDSFSLTDRLKQMGLNDLFNQEKANLPGIIEGTS-NNIYIYDAFHKAFLEV 404 
C_plagiosum      ---   --------------------------------------------------------- 181 
S_acanthias      ---   --------------------------------------------------------- 186 
M_musculus       VVH   MPRFRTEDGFSLKEQLQDMGLIDLFSPEKSQLPGIVAGGR-DDLYVSDAFHKAFLEV 408 
B_taurus         VVH   MPRFRIEDSFSVKEQLQDMGLEDLFSPEKSRLPGIVAEGR-SDLYVSDAFHKAFLEV 408 
H_sapiens        VVH   MPRFRIEDGFSLKEQLQDMGLVDLFSPEKSKLPGIVAEGR-DDLYVSDAFHKAFLEV 407 
G_gallus         TVS   FPRFRVEDSFSVKEKLRKMGLEDLFSPENAKLPGIVAGDR-TDLYVSEAFHKAFLEV 397 
S_punctatus      SVY   LPRFCIEDSFSLKENLQRMGLVDIFSPENARLPGIITEDR-KDLYVSDAFHKAFLEV 396 
X_laevis         SVY   LPRFRVEDSFSVKEKLQEMGLVDLFDPNSAKLPGIIAGGR-TDLYVSDAFHKAFLEV 399 
H_sapiensA1AT    SLH   LPKLSITGTYDLKSVLGQLGITKVFSN-GADLSGVTEE---APLKLSKAVHKAVLTI 364 
                                         s2C       s6A           α-Helix I                                                                                   s5A 
         
 
 
 
                                                                                                                                                      ANHANG 
269 
 
                                                                    RSL                                                                    
                                                                                                                                                             ┌--------------------------------┐  
D_rerio          NEEGSEASAATAVVATGRSLNIFREQFVADRPFLLFIRESSINALIFTGRVANPCRSS- 450 
T_rubripes       NEEGSEAAAATAAVATGRSINLNREIFQANRPFLLLIREASINTLLFIARVAEPCDR-- 448 
P_altivelis      NEEGSEAAAATAVVAIGRSINFNRELFVANRPFMLLIRESTINTMVFTGRVADPCDNSQ 453 
S_salar          NEEGSEAAAATAVMAVGRSINSNREMFVANKPFLLLIRESTINTMVFTGRVADPCDP-- 452 
C_punctatum      NEEGSEAAGASTVIVMGRSLRPSLEIFNANRPFLLLIREVAINAIIFMGRISNPC---- 459 
C_plagiosum      ----------------------------------------------------------- 181 
S_acanthias      ----------------------------------------------------------- 186 
M_musculus       NEEGSEAAASTSVVITGRSLNPNRVTFKANRPFLVLIREVALNTIIFMGRVANPCVN-- 465 
B_taurus         NEEGSEAAASTVISIAGRSLNSDRVTFKANRPILVLIREVALNTIIFMGRVANPCVD-- 465 
H_sapiens        NEEGSEAAASTAVVIAGRSLNPNRVTFKANRPFLVFIREVPLNTIIFMGRVANPCVK-- 464 
G_gallus         NEEGSEASAATAVVISGRSFPMNRIIFEANRPFLLFIREATLNTIIFMGRISDPCS--- 453 
S_punctatus      NEEGSEAAASTAVMITGRSLSMNKVVFNANKPFLVLIREVAINSIIFMGRVSDPCL--- 452 
X_laevis         NEEGSEAAASTAVILTGRSLNLNRIIFRANRPFLVFIREVAINAILFMGRVANPCTE-- 456 
H_sapiensA1AT    DEKGTEAAGAMFLEAIPMSIPPE---VKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQK-- 418 
                                                  Hinge                    ││                  s1C              s4B                     s5B 
                                                                              P1  P1‘ 
 
Abbildung 107: Alignment von Antithrombin III-Sequenzen 
Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt. Hervorgehoben sind die übereinstimmenden Positionen der 
Glykosaminoglykanbindestelle in den α-Helices A und D (schwarz-weiß invertiert), die Cystein-Reste (blau) und 
die konservierten Positionen P2 bis P1‘ im RSL (grau). Zusätzlich sind die N-Glykosylierungsstellen der Sequenz 
aus Chiloscyllium punctatum gekennzeichnet. Die Sekundärstrukturelemente sind vom humanen ATIII 
abgeleitet (PDB-ID: 2b5t). Die Zugangsnummern der Sequenzen sind in Tabelle 58 aufgeführt.       
 
 
 
8.10.3 Maximum-Likelihood- und Maximum-Parsimony-Stammbäume der     
Gruppe 5 
                    A 
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                       B 
 
 
Abbildung 108: Stammbäume der Gruppe 5 der Maximum-Likelihood- und der Maximum-Parsimony-
Methode 
Die beiden Stammbäume ähneln einander in Bildung und Positionierung der Gruppen, wobei der Stammbaum 
der (B) Maximum-Parsimony-Methode im Gegensatz zur (A) Maximum-Likelihood-Methode von niedrigeren 
Bootstrap-Werten unterstützt wird. Der Unterschied zu dem Neighbor-Joining-Stammbaum ist die Position der 
Gruppe der Sequenzen aus Amphibien, die in diesem Stammbaum zwischen die Reptilien und Knorpelfischen 
positioniert wird. In den beiden hier dargestellten Stammbäumen ist die Gruppe zwischen der Gruppe der 
Säugetiere und des Reptils lokalisiert. Sequenzen aus der EST-Datenbank sind gekennzeichnet. Teilsequenzen 
sind mit einem Stern (*) markiert. An den Knoten sind die Bootstrap-Werte in Prozent für 1000 Pseudoreplikate 
angegeben. Die zugehörigen Zugangsnummern sind Tabelle 58 zu entnehmen. 
 
 
8.11 Gruppe 6 
Tabelle 59: Sequenzen für die phylogenetische Analyse von Gruppe 6 
Serpin Zugangsnummer 
H1 (Homo sapiens) NP_001193943 
H1 (Mus musculus) AAH85143 
H1 (Cricetulus griseus) NP_001233689 
H1 (Canis lupus familiaris) CAZ17012 
H1 (Oryctolagus cuniculus) XP_002708545 
H1 (Bos taurus) NP_001039528 
H1 (Equus caballus) XP_001494735 
H1 (Gallus gallus) CAA40444 
H1 (Alligator mississippiensis) BAF94140 
H1 (Xenopus laevis) NP_001121311 
H1 (Danio rerio) NP_571279 
H1 (Oncorhynchus mykiss) BAD90029 
H1 (Kryptolebias marmoratus) AEM65175 
H1 (Petromyzon marinus)* ENSPMAP00000008239 
H1 (Leucoraja erinacea) 1 und 2* FF602013/ EE989774 
H1 (Squalus acanthias)* DV498433 
H1 (Petromyzon marinus) ENSPMAP00000008239 
A1 (Homo sapiens) NP_001121179 
Mit * sind Teilsequenzen gekennzeichnet. 
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8.11.1 Isolierte c-DNA-Sequenz von Heat Shock Protein 47 aus  Chiloscyllium 
punctatum 
     1  GAAAGTTCATCCGGCTTTCCAGAACTTTCTAGCAGACAGCGGCGTTTAGGGGTCCTTGGC 
    61  CGAAGAACCAAAAGGACCAGGAAATCTCAGGGAGTGAGGGAAAGCAGGATTAGAGCGCCC 
 
     1                  M  W  V  S  K  L  L  I  V  V  L  L  A  V  A  
   121  CCTTCTGCTGGAACCATGTGGGTGAGCAAGCTGCTGATTGTGGTGCTCCTGGCTGTTGCA 
 
    16   V  A  E  E  K  L  G  E  H  T  V  A  L  A  D  S  S  I  K  L  
   181  GTGGCTGAGGAGAAGCTGGGTGAACACACAGTTGCCCTAGCAGATAGCAGCATCAAACTG 
 
    36   G  L  S  L  Y  H  T  V  A  K  D  K  G  A  E  N  I  L  L  S  
   241  GGCCTGAGCCTCTACCACACTGTGGCCAAAGACAAGGGCGCTGAGAACATCCTCCTCTCT 
 
    56   P  V  V  V  A  S  S  L  G  L  V  S  L  G  A  K  E  Q  T  A  
   301  CCCGTGGTGGTGGCTTCTTCACTCGGCCTAGTGTCCCTCGGTGCCAAGGAGCAGACCGCC 
 
    76   S  E  A  K  A  V  L  D  M  G  K  V  Q  D  D  K  L  H  S  A  
   361  AGCGAAGCAAAGGCAGTGCTGGACATGGGTAAGGTGCAAGATGACAAGCTGCACTCAGCG 
 
    96   L  S  Q  L  L  T  E  V  S  N  S  T  A  R  N  V  T  W  R  M  
   421  CTGTCCCAGCTACTCACTGAGGTCAGCAACTCCACCGCACGCAACGTGACCTGGAGGATG 
 
   116   G  T  R  L  Y  G  P  S  S  V  T  F  T  E  D  F  V  K  K  S  
   481  GGCACCCGGCTGTACGGCCCGAGCTCGGTCACCTTCACTGAGGACTTTGTGAAGAAGAGC 
 
   136   K  K  H  Y  N  Y  E  P  S  K  I  N  F  R  D  K  K  G  A  L  
   541  AAAAAGCACTACAACTACGAGCCCTCCAAGATCAACTTCCGGGACAAGAAAGGAGCCTTG 
 
   156   K  S  I  N  E  W  A  A  E  T  T  D  G  K  V  A  E  A  T  K  
   601  AAGTCCATCAACGAGTGGGCAGCAGAGACCACTGACGGCAAAGTCGCTGAGGCAACCAAA 
 
   176   D  L  S  K  T  D  G  A  M  I  I  N  A  M  F  F  K  P  H  W  
   661  GACCTGTCGAAAACAGATGGAGCTATGATCATCAATGCTATGTTCTTCAAACCTCACTGG 
 
   196   D  E  K  F  H  R  K  M  V  D  Q  R  T  F  M  V  S  R  S  L  
   721  GATGAAAAATTCCACCGTAAGATGGTGGACCAGCGCACTTTCATGGTGAGTCGGTCTCTT 
 
   216   S  V  A  I  D  M  M  H  R  T  G  L  Y  N  F  Y  K  D  D  T  
   781  TCGGTGGCGATTGACATGATGCATCGTACAGGTCTTTATAACTTTTATAAGGACGACACC 
 
   236   N  Q  V  N  V  L  E  M  P  L  A  H  Q  L  S  S  M  V  F  I  
   841  AACCAGGTGAATGTGCTGGAAATGCCCCTGGCCCACCAGTTATCCAGCATGGTCTTCATC 
 
   256   M  P  H  N  V  Q  P  L  D  N  L  E  K  L  L  T  K  E  Q  I  
   901  ATGCCTCACAACGTGCAGCCTCTGGACAACCTGGAGAAACTGCTGACCAAGGAGCAGATC 
 
   276   K  T  W  L  G  K  L  Q  K  R  A  V  A  V  S  L  P  K  V  K  
   961  AAAACCTGGCTGGGCAAGCTCCAGAAAAGGGCTGTGGCAGTCTCCTTGCCAAAAGTCAAG 
 
   296   L  G  V  S  H  E  L  Q  K  H  L  A  S  I  G  L  T  T  A  V  
  1021  CTGGGGGTCAGCCACGAGCTGCAGAAACATCTGGCCAGTATCGGTCTGACCACCGCGGTT 
 
   316   D  K  T  K  A  D  L  S  K  I  S  G  K  K  D  L  Y  L  A  N  
  1081  GACAAGACCAAAGCTGACTTGTCAAAGATCTCTGGGAAGAAGGACCTGTACCTGGCCAAT 
 
   336   V  L  H  A  A  A  L  E  W  S  T  E  G  N  P  Y  D  A  F  I  
  1141  GTTCTCCACGCCGCGGCTCTGGAATGGAGTACCGAGGGAAACCCCTACGATGCCTTCATA 
 
   356   Y  G  R  E  E  L  K  N  P  E  I  F  Y  A  D  H  P  F  F  F  
  1201  TATGGGCGGGAGGAGCTGAAGAACCCTGAGATCTTCTATGCGGATCACCCTTTCTTCTTC 
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   376   L  V  K  D  K  R  T  N  S  I  L  F  I  G  R  L  V  K  P  E  
  1261  CTGGTCAAGGACAAGAGGACAAACTCCATCCTCTTCATTGGGCGATTGGTGAAGCCTGAG 
 
   396   G  S  K  M  H  D  E  L  -   
  1321  GGCAGCAAGATGCATGATGAACTGTAGCCACTGCTCTGCGACGATGCTAAAGTCACAGAT 
  1381  GGTATAGCTGATGCTCAAATTGCAACATGCCTTTAAGTTGTTCTTTTTTTTTTCTCCCCC 
  1441  AAAAAGAGTCAGCTATTCCATCTTGCAGATTTGACATCCTGTCTTTGGGTTAGAGTGTTA 
  1501  GTTGTTTTTGAGAATGACCATCTCCAACCCCCCATTCGGTGGGATATTGTCAGCTAGTTT 
  1561  ACAGCCTGTTTGTCCCCAAAACTCATGGGAGACCTGAAAAGTTCCTCTGACATGGCATGC 
  1621  CCCTGGAAAGCTAATCAACCTGTAATTGCATCGCAAAATATTCAATAAAAGCATTCTGTT 
  1681  GCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
Abbildung 109: Dargestellt ist die vollständige cDNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz von 
Heat Shock Protein 47 aus Chiloscyllium punctatum 
Die Kozak-Sequenz (rot), das Stoppkodon (lila) und das potenzielle Polyadenylierungssignal (grün) sind 
gekennzeichnet. 
 
 
8.11.2 Alignment von Heat Shock Protein 47-Sequenzen 
H_sapiens          -------MRSLLLLSAFCLLEAALA-----------------------------------  18 
B_taurus           -------MRALLLISTICLLARALA-----------------------------------  18 
M_musculus         --------MRSLLLGTLCLLAVALA-----------------------------------  17 
L_erinacea         ------------------------------------------------------------   0 
S_acanthias        ------------------------------------------------------------   0  
X_laevis           -----MWMIKLLALSILLVVDAAVDKKPVADKKVAPPADKKVAPPADKKVAPPADKKVAP  55 
D_rerio            -----MW-----------------------------------------------------   2 
C_punctatum        -----MWVSKLLIV----------------------------------------------   9 
C_griseus          --------MRSLLLGSFCLLAVALA-----------------------------------  17 
G_gallus           -------------MQIFL------------------------------------------   5 
C_lupus            -------MRFLLLLNTCCLLAVVLA-----------------------------------  18 
P_marinus          ----------MLLLAAL--ASGALAAAAAADGKKA-------------------------  23 
H_sapiensA1AT      MPSSVSWGILL-LAGLCCLVPVSLAEDPQGDAAQK-------------------------  34 
                                                      
                                                                            Poly-Alanin-Sequenz                                         
                                                                                          ┌-------┐        
H_sapiens          -----------AEVK--KPAAAAAPGTAEKLSPKAATLAERSAGLAFSLYQAMAKD-QAV  64 
B_taurus           -----------AEVK--KPAAAAAPGTAEKLSPKAATLAERSAGLAFSLYQAMAKD-QAV  64 
M_musculus         -----------AEVK--KPLEAAAPGTAEKLSSKATTLAERSTGLAFSLYQAMAKD-QAV  63 
L_erinacea         ------------------------------------------------------------   0 
S_acanthias        ------------------------------------------------------------   0 
X_laevis           PADKKVAPPADKKVAPPADKKVE-LPAEKKMSQHANVLADKSVGLAFNLYQTMAKD-KNV 113 
D_rerio            ----------VSSLIALCLLAVAVSGEDKKLSTHATSMADTSANLAFNLYHNVLK--KGL  50 
C_punctatum        -------------------VLLAVAVAEEKLGEHTVALADSSIKLGLSLYHTVAKD-KGA  49 
C_griseus          -----------AEVK--KPVEAAAPGTAEKLSSKATTLAERSTGLAFSLYQAMAKD-QAV  63 
G_gallus           -------------VLALCGLAAAVPSEDRKLSDKATTLADRSTTLAFNLYHAMAKD-KNM  51 
C_lupus            -----------AEVK--KPAAAVAPGSAEKLSPKAATLAERSAGLAFSLYQAMAKD-QAV  64 
P_marinus          -------T--VS--KADAAAANNATAPPKNLSEHAKKVGEGNWAFAIDLYQSVAKAVPAM  72 
H_sapiensA1AT      ---------------------TD-TSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFSLYRQLAHQ-SNS  71 
                                                                                                                                                α-Helix A                       
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                                                                                                                                                                                   N-Gly.  
                                                                                                                                                                                           ↓ 
H_sapiens          ENILVSPVVVASSLGLVSLGGKATTASQAKAVL--SAEQLRDEEVHAGLGELLRSLSN-- 120 
B_taurus           ENILLSPVVVASSLGLVSLGGKAATASQAKAVL--SAEQLRDDEVHAGLGELLRSLSN-- 120 
M_musculus         ENILLSPLVVASSLGLVSLGGKATTASQAKAVL--SAEKLRDEEVHTGLGELLRSLSN-- 119 
L_erinacea         ------------------------------------------------------------   0 
S_acanthias        ------------------------------------------------------------   0 
X_laevis           ENILLSPVVVASSLGLVSMGGQASTAAQAKAVL--SADKLSDEHIHSGLAELLNEVSN-- 169 
D_rerio            ENIFISPVVVASSLGMVAMGSKSSTASQVKSIL--KADALKDEHLHTGLSELLTEVSD-- 106 
C_punctatum        ENILLSPVVVASSLGLVSLGAKEQTASEAKAVL--DMGKVQDDKLHSALSQLLTEVSN-- 105 
C_griseus          ENILLSPLVVASSLGLVSLGGKATTASQAKAVL--SAEKLRDEEVHKGLGELLRSLSN-- 119 
G_gallus           ENILLSPVVVASSLGLVSLGGKATTASQAKAVL--SADKLNDDYVHSGLSELLNEVSN-- 107 
C_lupus            ENILLSPVVVASSLGLVSLGGKATTASQAKAVL--SAEQLRDEEVHAGLGELLRSLSN-- 120 
P_marinus          ENVVLSPVLVASALGAAQLGASSGTASRLLKAI--NPSGLPGEGFHSGLAEVLGDLASQE 130 
H_sapiensA1AT      TNIFFSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNLTEIPEAQIHEGFQELLRTLNQPD 131 
                                                  s6B           α-Helix B                   α-Helix C                                  α-Helix D          
                              
                                                                     N-Gly.                                                                       Hsp1+-Primer 
                                                             ↓                                                                            ┌--------------------┐         
H_sapiens          -------STARNVTWKLGSRLYGPSSVSFADDFVRSSKQHYNCEHSKINFRDKRSALQSI 173 
B_taurus           -------STARNVTWKLGSRLYGPSSVSFAEDFVRSSKQHYNCEHSKINFRDKRSALQSI 173 
M_musculus         -------STARNVTWKLGSRLYGPSSVSFADDFVRSSKQHYNCEHSKINFRDKRSALQSI 172 
L_erinacea         ---------------------------------------------SKINFRDKKGALKSI  15 
S_acanthias        --------------------------------------------------------IQSI   4 
X_laevis           -------STARNVTWKIGNRLYGPSSISFSDDFVKNSKKHYNYEHSKINFRDKRSTLRSI 222 
D_rerio            -------PQTRNVTWKISNRLYGPSSVSFAEDFVKNSKKHYNYEHSKINFRDKRSAINSI 159 
C_punctatum        -------STARNVTWRMGTRLYGPSSVTFTEDFVKKSKKHYNYEPSKINFRDKKGALKSI 158 
C_griseus          -------STARNVTWKLGSRLYGPSSVNFVEDFVHSSKQHYNCEHSKINFRDKRSALQSI 172 
G_gallus           -------STARNVTWKIGNRLYGPASINFADDFVKNSKKHYNYEHSKINFRDKRSALKSI 160 
C_lupus            -------STARNVTWKLGSRLYGPSSVSFAEDFVRSSKQHYNCEHSKINFRDKRSALQSI 173 
P_marinus          EEAAAAAATWRNHTWKAASRVYAPSGVTFSQGFVSSSKARYGLQHDKVNLKDKRGALKAL 190 
H_sapiensA1AT      ----------SQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFTVNFGDTEEAKKQI 181 
                                                                                      s2A                             α-Helix E             s1A              α-Helix F      
 
H_sapiens          NEWAAQTTDGKLPEVTKDVERTDGALLVNAMFFKPHWDEKFHHKMVDNRGFMVTRSYTVG 233 
B_taurus           NEWAAQTTDGKLPEVTKDVERTDGALLVNAMFFKPHWDERFHHKMVDNRGFMVTRSYTVG 233 
M_musculus         NEWASQTTDGKLPEVTKDVERTDGALLVNAMFFKPHWDEKFHHKMVDNRGFMVTRSYTVG 232 
L_erinacea         NEWAAKTTESKLPEITKDLEKTDGTVIINAIYFKPHWNERFHHKMVDQRSFTVTRSESIA  75 
S_acanthias        NEWASQTTGGKLGEITKDVPSVDGALFVNAMYFKPHWDETFHHTMVDKRGFMVTRTHVIS  64 
X_laevis           NEWASQTTDGKLPEVTSSVEKTDGALIVNAMFFKPHWDERFHHQMVDKRGFMVTRSFTVS 282 
D_rerio            NEWAAKTTDGKLPEITKDVKNTDGAMIVNAMFFKPHWDEKFHHKMVDNRGFLVTRSHTVS 219 
C_punctatum        NEWAAETTDGKVAEATKDLSKTDGAMIINAMFFKPHWDEKFHRKMVDQRTFMVSRSLSVA 218 
C_griseus          NEWASQTTDGKLPEVTKDVERTDGALLVNAMFFKPHWDEKFHHKMVDNRGFMVTRSYTVG 232 
G_gallus           NEWAAQTTDGKLPEVTKDVEKTDGALIVNAMFFKPHWDEKFHHKMVDNRGFMVTRSYTVG 220 
C_lupus            NEWAAQTTDGKLPEVTKDVERTDGALLVNAMFFKPHWDEKFHHKMVDNRGFMVTRSYTVG 233 
P_marinus          NEWAAQNTGGKVKEVAKELDGADGAVFVNALFFKGRWNEKFHHQMVDTRGFLTSRSHTIS 250 
H_sapiensA1AT      NDYVEKGTQGKIVDLVKELDRDTVFALVNYIFFKGKWERPFEVKDTEEEDFHVDQVTTVK 241 
                                                                                                                           s3A                               s4C               s3C 
 
                                                  Hsp2+-Primer 
                                                 ┌-------------------┐ 
H_sapiens          VMMMHR   TGLYNYYDDEKEKLQIVEMPLAHKLSSLIILMPHHVEPLERLEKLLTKEQLKIW 293 
B_taurus           VTMMHR   TGLYNYYDDEKEKLQMVEMPLAHKLSSLIIIMPHHVEPLERLEKLLTKEQLKVW 293 
M_musculus         VTMMHR   TGLYNYYDDEKEKLQMVEMPLAHKLSSLIILMPHHVEPLERLEKLLTKEQLKAW 292 
L_erinacea         IKMMHR   TGLYNFYKDETNQVYVVEMPLSRELSSVIFIMPFQLQDLGKIEKVLNKEQIEAW 135 
S_acanthias        VPMMHR   SGLYNFYEDKDNEVQIVEMPLAHKYSSMIFIMTRHVEPLERIEKLLTKEQLNTW 124 
X_laevis           VPMMHR   TGLYNYIDDETNSLQILEMPLAHKLSSMIFIMPHHVEPLERVEKLLTRENVNGW 342 
D_rerio            VPMMHR   TGIYGFYEDTENRFLIVSIALAHKKSSMIFIMPYHVEPLDRLENLLTRQQLDTW 279 
C_punctatum        IDMMHR   TGLYNFYKDDTNQVNVLEMPLAHQLSSMVFIMPHNVQPLDNLEKLLTKEQIKTW 278 
C_griseus          VTMMHR   TGLYNYYDDEKEKLQILEMPLAHKLSSLIILMPHHVEPLERLEKLLTKEQLKAW 292 
G_gallus           VPMMHR   TGLYNYYDDEAEKLQVVEMPLAHKLSSMIFIMPNHVEPLERVEKLLNREQLKTW 280 
C_lupus            VTMMHR   TGLYNYYDDEKEKLQIVEMPLAHKLSSLIILMPHHVEPLERLEKLLTKEQLKIW 293 
P_marinus          IQMMHR   TGFYNFYHDEKAQVQLLEMQLKGNLESLLIALPLHTESLERLEKLLTKQQLEEW 310 
H_sapiensA1AT      VPMMKR   LGMFNIQHCKKLSSWVLLMKYLGNATAIFF-LPD-EGKLQHLENELTHDIITKF 299 
                                                                    s1B          s2B                      s3B                   α-Helix G       α-Helix H            
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H_sapiens          MGKMQKKAVAISLP   KGVVEVTHDL   QKHLAGLGLTEAIDKNKADLSRMSGKKDLYLASVFH 353 
B_taurus           MGKMQKKAVAISLP   KGVVEVTHDL   QKHLAGLGLTEAIDKNKADLSRMSGKKDLYLASVFH 353 
M_musculus         MGKMQKKAVAISLP   KGVVEVTHDL   QKHLAGLGLTEAIDKNKADLSRMSGKKDLYLASVFH 352 
L_erinacea         VNKLQRRALAISLP   KVRVEVSHEL   QKYLQELGLTEATDQNRADFSGITGNKELYLSGMLH 195 
S_acanthias        YSKLKKQAVAISLP   RVNIEVSHEL   QKHLQELGLTEAVDENKADFSGITGKKDLHLSNMLH 184 
X_laevis           VGKMKTRAVAVSLP   KVSLEVSHDL   QKHLGDLGLTEAIDKSKADLSKISGKKDLYLASMFH 402 
D_rerio            ISKLEERAVAISLP   KVSMEASHDL   QKHLGELGLTEAVDKSKADLSNISGKKDLYLSNVFH 339 
C_punctatum        LGKLQKRAVAVSLP   KVKLGVSHEL   QKHLASIGLTTAVDKTKADLSKISGKKDLYLANVLH 338 
C_griseus          MGKMQKKAVAISLP   KGVVEVTHDL   QKHLAGLGLTEAIDKNKADLSRMSGKKDLYLASVFH 352 
G_gallus           ASKMKKRSVAISLP   KVVLEVSHDL   QKHLADLGLTEAIDKTKADLSKISGKKDLYLSNVFH 340 
C_lupus            MGKMQKKAVAISLP   KGVVEVTHDL   QKHLAGLGLTEAIDKNKADLSRMSGKKDLYLASVFH 353 
P_marinus          TSKLQKKTIAVSMP   KGLLQGSADI   K----------------------------------- 335 
H_sapiensA1AT      LENEDRRSASLHLP   KLSITGTYDL   KSVLGQLGITKVF-SNGADLSGVTEEAPLKLSKAVH 358 
                                                                s2C                 s6A           α-Helix I                                                                      
 
                                                        Hsp4--Primer 
                                                         ┌---------------┐ 
H_sapiens          ATAFELDTDGNPFDQDIYG-REELRSPKLFYADHPFIFLVRDTQSGSLLFIGRLVRPKGD 412 
B_taurus           ATAFEWDTDGNPFDQDIYG-REELRSPKLFYADHPFIFLVRDTQSGSLLFIGRLVRPKGD 412 
M_musculus         ATAFEWDTEGNPFDQDIYG-REELRSPKLFYADHPFIFLVRDNQSGSLLFIGRLVRPKGD 411 
L_erinacea         ATALEWDFEGNEFDPELHT-RDEMRSPELFYADRPFIFLIRDNKTNSLLLIGKLVKPKVN 254 
S_acanthias        ATAIEWNTEGNPYDLSLHS-LEELKSAKLFYANHPYIFLVRD------------------ 225 
X_laevis           AAALEWDTEGNPFDSDIYS-REELRSPKLFYVDHPFIFLIKDKKTDSILFIGRLVRPKGD 461 
D_rerio            ASSLEWDTEGNPFDPSIFG-SEKMRNPKLFYADHPFIFLVKDNKTNSILFIGRLVRPKGD 398 
C_punctatum        AAALEWSTEGNPYDAFIYG-REELKNPEIFYADHPFFFLVKDKRTNSILFIGRLVKPEGS 397 
C_griseus          ATAFEWDTDGNPFDQDIYG-REELRSPKLFYADHPFIFLVRDNQSGSLLFIGRLVRPKGD 411 
G_gallus           AAALEWDTDGNPYDADIYG-REEMRNPKLFYADHPFIFMIKDSKTNSILFIGRLVRPKGD 399 
C_lupus            ATAFEWDTEGNPFDQDIYG-REELRSPKLFYADHPFIFLVRDTQSGSLLFIGRLVRPKGD 412 
P_marinus          ------------------------------------------------------------ 335 
H_sapiensA1AT      KAVLTIDEKGTEAAGAMFLEAIPMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQK 418 
                                                       s5A                                                                 s1C                s4B                   s5B                  
 
                                   ER-Retentionssignal 
                                                       ┌------┐ 
H_sapiens          KMRDEL 418 
B_taurus           KMRDEL 418 
M_musculus         KMRDEL 417 
L_erinacea         N-HDEL 259 
S_acanthias        ------ 225 
X_laevis           KIRDEL 467 
D_rerio            KMRDEL 404 
C_punctatum        KMHDEL 403 
C_griseus          KMRDEL 417 
G_gallus           KMRDEL 405 
C_lupus            KMRDEL 418 
P_marinus          ------ 335 
H_sapiensA1AT      ------ 418 
                          
Abbildung 110: Alignment von Heat Shock Protein 47-Sequenzen 
Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt. Die potenziellen N-Glykosylierungsstellen der Sequenz aus 
Chiloscyllium punctatum sind gekennzeichnet. Außerdem sind die Positionen der individuellen degenerierten 
Primer und das konservierte ER-Retentionssignal (blau) gekennzeichnet. Zusätzlich ist die Poly-Alanin-Sequenz 
(schwarz-weiß invertiert) hervorgehoben. Die Zugangsnummern der Sequenzen sind in Tabelle 59 aufgelistet. 
Die Sekundärstrukturelemente sind aus den Daten für das Hsp47 des Haushundes abgeleitet (PDB-ID: 4awr). 
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8.11.3 Maximum-Likelihood- und Maximum-Parsimony-Stammbäume der     
Gruppe 6 
                       A 
 
                              B 
 
Abbildung 111: Stammbäume der Gruppe 6 der Maximum-Likelihood- und der Maximum-Parsimony-
Methode 
(A) Anders als im Neighbor-Joining-Stammbaum sind die Sequenzen aus Knorpelfischen zwischen der Sequenz 
aus dem Meerneunauge (Petromyzon marinus) und den Knochenfischen positioniert, (B) was mit der 
Stammbaumkonstruktion der Maximum-Parsimony-Methode übereinstimmt. Die dargestellten Bäume wurden 
mit der humanen α1-Antitrypsin-Sequenz gewurzelt. Sequenzen aus der EST-Datenbank sind gekennzeichnet. 
Mit einem Stern (*) sind Teilsequenzen markiert. An den Knoten sind die Bootstrap-Werte in Prozent für 1000 
Pseudoreplikate angegeben. Die zugehörigen Zugangsnummern sind Tabelle 59 zu entnehmen. 
 
 
8.12 Serpindeklaration 
Tabelle 60: Serpinbezeichnungen, Synonyme und Gruppenzugehörigkeit 
Serpin Synonym/Erklärung Gruppe 
SerpinA1 α1-Antitrypsin 2 
SerpinA3 α1-Antichymotrypsin 2 
SerpinA4 Kallikrein 2 
SerpinA5 Protein C Inhibitor 2 
SerpinA6 Corticosteroid binding Globulin 2 
SerpinA7 Thyroxine binding Globulin 2 
SerpinA8 Angiotensinogen  2 
SerpinA1 Centerin 2 
SerpinA10 Protein Z abhängiger Inhibitor 2 
SerpinA11  2 
SerpinA12  2 
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Fortsetzung Tabelle 60: Serpinbezeichnungen, Synonyme und Gruppenzugehörigkeit 
Serpin Synonym/Erklärung Gruppe 
SerpinA13  2 
SerpinB1 Leukozyten Elastase Inhibitor 1 
SerpinB2 Plasminogen Aktivator Inhibitor-2 1 
SerpinB3 Squamous Cell Carcinoma Antigen-1 1 
SerpinB4 Squamous Cell Carcinoma Antigen-2 1 
SerpinB5 Maspin 1 
SerpinB6 Peptidase Inhibitor-6 1 
SerpinB7 Megsin 1 
SerpinB8 Peptidase Inhibitor-8 1 
SerpinB9 Peptidase Inhibitor-9 1 
SerpinB10 Bomapin 1 
SerpinB11 Epipin 1 
SerpinB12 Yukopin 1 
SerpinB13 Hurpin 1 
SerpinC1 Antithrombin III 5 
SerpinD1 Heparin Kofaktor II 2 
SerpinE1 Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 3 
SerpinE2 Protease Nexin-1 3 
SerpinE3 SerpinE3 3 
SerpinF1 Pigment Epithelium Derived Faktor 4 
SerpinF2 α2-Antiplasmin 4 
SerpinG1 C1-Inhibitor 4 
SerpinH1 Heat Shock Protein 47 6 
SerpinI1 Neuroserpin 3 
SerpinI2 Pancpin 3 
CpAng Angiotensinogen aus Chiloscyllium punctatum 2 
CpATIII Antithrombin III aus Chiloscyllium punctatum 5 
CpHCII Heparin Kofaktor II aus Chiloscyllium punctatum 2 
CpHSP47 Heat Shock Protein 47 aus Chiloscyllium punctatum 6 
CpLEI Leukozyten Elastase Inhibitor aus Chiloscyllium punctatum 1 
CpNS Neuroserpin aus Chiloscyllium punctatum 3 
CpPN-1 Protease Nexin-1 aus Chiloscyllium punctatum 3 
Cpα1AT α1-Antitrypsin aus Chiloscyllium punctatum 2 
Cpα2AP α2-Antiplasmin aus Chiloscyllium punctatum 4 
CpSpnV1_2 Serpin der Klasse B/Gruppe 1 aus Chiloscyllium punctatum 1 
MyxSpn1 Serpin der Klasse B/Gruppe 1  aus Mxyine glutinosa (Teilsequenz) 1 
MyxSpn2 Serpin der Klasse B/Gruppe 1  aus Mxyine glutinosa (Teilsequenz) 1 
MyxSpn3 Serpin der Klasse B/Gruppe 1  aus Mxyine glutinosa (Teilsequenz) 1 
MyxSpn4 Serpin der Klasse E/Gruppe 3 aus Mxyine glutinosa (Teilsequenz) 3 
 
 
8.13 Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzung Bedeutung 
°C Grad Celsius 
µL Mikroliter 
Å Angström, physikalische Längeneinheit 
α1AT α1-Antitrypsin 
A1AT α1-Antitrypsin 
Angio Angiotensinogen 
AS Aminosäure 
ATIII Antithrombin III 
BamHI Restriktionsenzym aus Bacillus amyloliquefaciens 
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Abkürzung Bedeutung 
BLAST Basic Local Alignment Search Tool 
bp Basenpaare 
bps Basepairs 
CaCl2 Calciumchlorid 
cDNA Kodierende Desoxyribonukleinsäure 
CIP calf intestinal phosphatase 
COS-7 CV-1 (simian) in Origin, and carrying the SV40 
ddH2O aufbereitetes und autoklaviertes Wasser aus der MilliQ-Anlage  
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
E.coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
EST Expressed Sequence Tag 
e-Value expect-Value 
ExPASy Expert Protein Analysis System 
FBS Foetal Bovine Serum 
g Erdbeschleunigung 
hA-hI α-Helix A - α-Helix I 
HCII Heparin Kofaktor II 
HRP Horseradish-Peroxidase 
HSP47 Heat Shock Protein 47 
IgG Immunglobulin G 
K2HPO4 Di-Kalium-Hydrogenphosphat 
kb Kilobasen 
KCl Kaliumchlorid 
kDa Kilo Dalton 
KpnI Restriktionsenzym aus Klebsiella pneumoniae OK8 
LB-Medium Lysogeny Broth-Medium 
LEI Leukozyten Elastase Inhibitor 
LRP Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 
M Molar 
MCS Multiple Cloning Site 
MEGA Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
mg Milligramm 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
mL Milliliter 
mM Millimolar 
MOPS-Puffer 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure 
MW Molekülmasse 
MyxSpn Serpine aus dem nordatlantischen Schleimaal Myxine glutinosa 
Na2HPO4 Di-Natrium-Hydrogenphosphat 
NaCl Natriumchlorid 
NCBI National Center for Biotechnology Information 
ng Nanogramm 
nm Nanometer 
NP40 Nonidet P-40 
PBS-Puffer Phosphat gepufferte Salzlösung 
PCR Polymerasekettenreaktion 
pdb-ID Protein Data Bank-Identifikationsnummer 
PDI Protein Disulfid Isomerase 
PEDF Pigment Epithelium Derived Faktor 
PEG Polyethylenglycol  
PEI Polyethylenimine 
Pfu DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus 
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Abkürzung Bedeutung 
pI Isoelektrischer Punkt 
PN-1 Protease Nexin-1 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
RLM-RACE RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends 
RNA Ribonukleinsäure 
RsaI Restriktionsenzym aus Rhodopseudomonas sphaeroides 
RSCB-PDB  
RSL Reactive Site Loop 
sA-sC β-Faltblatt A bis β-Faltblatt C 
SDS Sodium-dodecylsulfat 
SDS-PAGE Sodium-dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
SMART Simple Modular Architecture Research Tool 
SV40 Simian-Virus 40 
TAP tobacco acid pyrophosphatase 
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
Taq DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus 
TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer 
Tris-HCl Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochloridsäure 
UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 
UV Ultraviolet 
XbaI Restriktionsenzym aus Xanthomonas badrii 
XhoI Restriktionsenzym aus Xanthomonas holcicola 
ZPI Protein Z abhängiger Inhibitor 
 
8.13.1 Aminosäurekode 
Abkürzung Bedeutung 
Ala (A) Alanin 
Arg (R) Arginin 
Asn (N) Asparagin 
Asp (D) Asparaginsäure 
Cys (C) Cystein 
Gln (Q) Glutamin 
Glu (E) Glutaminsäure 
Gly (G) Glycin 
His (H) Histidin 
Ile (I) Isoleucin 
Leu (L) Leucin 
Lys (K) Lysin 
Met  (M) Methionin 
Phe  (F) Phenylalanin 
Pro (P) Prolin 
Thr (T) Threonin 
Trp (W) Tryptophan 
Tyr (Y) Tyrosin 
Val (V) Valin 
 
 
 
